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 Στις μέρες μας η υπογονιμότητα επηρεάζει την ποιότητα ζωής πολλών ζευγαριών, 
έχοντας ποικίλες οικονομικές, ψυχολογικές και κοινωνικές προεκτάσεις. Περίπου ένα στα έξι 
ζευγάρια που βρίσκονται σε αναπαραγωγική ηλικία αντιμετωπίζει προβλήματα γονιμότητας. 
Πρόσφατες μελέτες αποδεικνύουν ότι ο ανδρικός παράγοντας συμβάλλει σε σημαντικό βαθμό 
στη διαμόρφωση του προφίλ ενός υπογόνιμου ζευγαριού. Τα προβλήματα γονιμότητας μπορεί 
να σχετίζονται με μια σειρά σωματικών, γενετικών, περιβαλλοντικών αλλά και άλλων 
παραγόντων ανεξήγητης αιτιολογίας. Ένας από τους υποψήφιους αιτιολογικούς παράγοντες 
της ανδρικής υπογονιμότητας αφορά την ύπαρξη ελλειμμάτων σε συγκεκριμένες περιοχές του 
χρωμοσώματος Υ. Οι περιοχές αυτές είναι οι AZFa, AZFb και AZFc, οι οποίες φαίνεται να έχουν 
καθοριστικό ρόλο στη διαδικασία της σπερματογένεσης, διαφοροποίησης και ομαλής 
λειτουργίας των σπερματοζωαρίων. Η παρουσία ελλειμμάτων στις περιοχές αυτές έχει 
σχετισθεί με τη μειωμένη γονιμότητα, αδυναμία σπερματογένεσης και ωρίμανσης των 
γαμετικών κυττάρων. Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε μελέτη των ελλειμμάτων του 
Υ χρωμοσώματος σε ένα σύνολο υπογόνιμων ανδρών αλλά και ατόμων με φυσιολογικό 
φαινότυπο σπέρματος. Η διερεύνηση των ελλειμμάτων στο χρωμόσωμα Υ μπορεί να εξελιχθεί 
σε ένα χρήσιμο εργαλείο για η διάγνωση της ανδρικής υπογονιμότητας. Άλλωστε, όσο πιο 
ακριβής και συγκεκριμένη είναι η διάγνωση ενός υπογόνιμου ζευγαριού, τόσο πιο ειδική και 
αποτελεσματική είναι η  θεραπεία που εφαρμόζεται αυξάνοντας  έτσι την πιθανότητα 
επίτευξης κύησης. 
ABSTRACT 
 Nowadays, infertility has become a major issue, affecting the life quality of many 
couples, having various economic, psychological and social implications. Approximately, one in 
six couples of reproductive age is facing fertility problems. Recent studies show that the male 
factor contributes significantly to shaping the profile of an infertile couple. Fertility problems 
may be associated with a range of physical, genetic, environmental and other factors that still 
remain obscure. One of the potential etiological factors of male infertility is associated with 
microdeletions in certain regions of the Y chromosome, namely AZFa, b & c. AZF stands for 
azoospermia factor and these regions are associated with spermatogenesis, differentiation and 
function of the spermatozoa. Microdeletions in these regions are associated with reduced 
fertility, aberrant sperm production and germ cell maturation. In the current thesis, a study of 
the Y chromosome and specifically the AZFa, b & c regional deletions was carried out in order to 
identify potential differences between fertile and infertile individuals. The study was performed 
using PCR to amplify certain STSs flanking the three AZF regions and agarose gel electrophoresis 
to visualize the results; however, no microdeletions were detected in the infertile individuals. 
Investigating potential deletions in the Y chromosome is of high importance and may contribute 
in the endeavor to elucidate the molecular mechanisms from which male infertility stems, 
leading to an early diagnosis. Besides, an accurate diagnosis of an infertile couple will lead to a 
proper treatment, rendering feasible the achievement of a successful pregnancy.  
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1.1 Η ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΟΥ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΣΕ ΧΡΩΜΟΣΩΜΑΤΑ 
 
 Το γενετικό υλικό των ευκαρυωτικών οργανισμών είναι μοιρασμένο σε πολλά 
γραμμικά χρωμοσώματα. Κάθε χρωμόσωμα αποτελείται από ένα μοναδικό, γραμμικό μόριο 
DNA που αλληλεπιδρά με πρωτεΐνες, οι οποίες διπλώνουν και συσκευάζουν τη λεπτή ίνα του 
DNA σε μια πιο συμπαγή δομή. Το σύμπλοκο του DNA και των πρωτεϊνών αποκαλείται 
χρωματίνη.  
Εκτός από τα γαμετικά κύτταρα, δηλαδή τα ωάρια και τα σπερματοζωάρια, όλα τα 
υπόλοιπα ανθρώπινα κύτταρα, είναι διπλοειδή και περιέχουν δύο αντίγραφα του κάθε 
χρωμοσώματος, εκ των οποίων το ένα είναι μητρικής και το άλλο είναι πατρικής προέλευσης. 
Αντίθετα, oι γαμέτες όλων των ευκαρυωτών διαθέτουν ένα μόνο αντίτυπο των χρωμοσωμάτων 
τους και ονομάζονται απλοειδείς. Τα δύο χρωμοσώματα ενός ζευγαριού αποκαλούνται 
ομόλογα. Το μόνο ζεύγος μη ομόλογων χρωμοσωμάτων είναι το ζεύγος των φυλετικών 
χρωμοσωμάτων στους άνδρες, οι οποίοι κληρονομούν ένα χρωμόσωμα Y από τον πατέρα και 
ένα χρωμόσωμα X από τη μητέρα τους. 
Στα κύτταρα των ευκαρυωτών το σύνολο των μεταφασικών χρωμοσωμάτων συνιστούν 
τον καρυότυπο που είναι μοναδικός για κάθε είδος. Στον άνθρωπο η βασική διαφοροποίηση 
στον καρυότυπο μεταξύ  αρσενικών και θηλυκών ατόμων είναι η παρουσία των φυλετικών 
χρωμοσωμάτων. Ο καρυότυπος των αυτοσωμικών χρωμοσωμάτων δεν διαφέρει σε άτομα του 
ίδιου είδους (εκτός αν υπάρχει κάποια χρωμοσωμική ανωμαλία), αλλά είναι διαφορετικός 
μεταξύ των ατόμων που ανήκουν σε διαφορετικά είδη. Ο άνθρωπος έχει 46 χρωμοσώματα 
συγκεντρωμένα σε 22 ζεύγη αυτοσωμικών χρωμοσωμάτων συν τα δύο φυλετικά χρωμοσώματα 
που είναι ΧΧ για τη γυναίκα και ΧΥ για τον άνδρα. (Μαμούρης, Μούτου, Ζίφα, 2008)  
 
1.2 Η ΙΣΤΟΡΙΑ ΤΟΥ Υ ΧΡΩΜΟΣΩΜΑΤΟΣ 
 
 Έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες ώστε να προσδιοριστεί η δομή, η οργάνωση 
και ο λειτουργικό ρόλος του Υ χρωμοσώματος. Οι πρώτες μελέτες επικεντρώθηκαν στη 
μεντελική ανάλυση του ανθρώπινου γενεαλογικού δέντρου. Στις αρχικές δεκαετίες του 
εικοστού αιώνα, οι υπέρμαχοι της Μεντελικής κληρονομικότητας διατύπωσαν τρείς τρόπους 
κληρονομικότητας στον άνθρωπο: την αυτοσωμική υπολειπόμενη, την αυτοσωμική 
επικρατούσα και τη φυλοσύνδετη υπολειπόμενη. Συγχρόνως, άλλοι μελετητές προσπάθησαν 
να προσδιορίσουν τον τρόπο κληρονόμησης χαρακτηριστικών που παρουσιάζουν μεταβίβαση 
από τον πατέρα στο γιο, ενώ άλλες μελέτες των ανθρώπινων κυττάρων με τη βοήθεια 
μικροσκοπίου παρείχαν ενδείξεις για την ύπαρξη ενός χρωμοσώματος που εμφανιζόταν μόνο  
στους άνδρες (Painter, 1921). Ως το 1950, οι μελέτες της ανθρώπινης γενεαλογίας ανέδειξαν 
τουλάχιστον 17 χαρακτηριστικά που σχετίζονται με το Υ χρωμόσωμα  (Stern, 1957). 
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 Κατά τη δεκαετία του 1950, η μελέτη του Jacobs για το σύνδρομο Klinefelter (ΧΧΥ) 
(Jacobs & Strong, 1959) στους άνδρες και η έρευνα του Ford για το σύνδρομο Turner (X0) σε 
γυναίκες (Ford et al., 1959) παρουσίασαν πως το Υ χρωμόσωμα φέρει ένα σημαντικό γονίδιο 
που σχετίζεται με το φυλοκαθορισμό. Κατά τη δεκαετία του 1960, ο Ohno πρότεινε πως τα 
χρωμοσώματα Χ και Υ των θηλαστικών είχαν προκύψει από ένα κοινό ζεύγος αυτοσωμικών 
χρωμοσωμάτων (Ohno, 1967). Επιπροσθέτως, διατύπωσε μία υπόθεση, κατά την οποία το Χ 
χρωμόσωμα είχε διατηρήσει το γονιδιακό του περιεχόμενο, ενώ το Υ είχε χάσει την πλειοψηφία 
των γονιδίων του εκτός από αυτά που σχετίζοταν με τον καθορισμό του φύλου. Έτσι προέκυψε 
η πεποίθηση ότι το Υ χρωμόσωμα είναι ένα εκφυλισμένο Χ.  
 Τέλος, έρευνες ανασυνδυασμένου DNA και η εφαρμογή της αλληλούχισης στο Υ 
χρωμόσωμα, οδήγησαν σε συμπεράσματα αναφορικά με τα γονίδια του.  H γνώση των 
βιολογικών διεργασιών που σχετίζονται με το Υ χρωμόσωμα προκύπτει από μελέτες του 
γονιδιώματος σε άτομα που δεν έχουν ολόκληρο το Υ χρωμόσωμα, άτομα που πάσχουν από το 
σύνδρομο Turner και άτομα που δεν παράγουν σπερματοζωάρια (Vogt et al., 1997). Γενετικές 
μελέτες ανέδειξαν ότι το Υ χρωμόσωμα περιέχει μια περιοχή, η οποία καλύπτει το 95% του 
συνολικού του μήκους και δεν συμβαίνει ανασυνδυασμός μεταξύ των Χ και Υ. Αυτή η περιοχή 
έγινε γνωστή αρχικά ως η μη ανασυνδυαζόμενη περιοχή (NRY), όμως τελικώς ονομάστηκε 
male-specific region (MSY) (Rozen et al., 2003). Εκατέρωθεν της περιοχής αυτής εντοπίζονται 
ψευδοαυτοσωμικές περιοχές όπου ο ανασυνδυασμός μεταξύ των X και Υ είναι ένα σύνηθες 





1.3 ΧΑΡΤΟΓΡΑΦΗΣΗ ΤΟΥ Υ ΧΡΩΜΟΣΩΜΑΤΟΣ 
 
 Μελέτες στο γονιδίωμα έδειξαν πως το χρωμόσωμα Υ περιέχει μια περιοχή, που 
αποτελεί περί το 95% του συνολικού μήκους του, στην οποία δεν γίνεται ανασυνδυασμός 
μεταξύ των χρωμοσωμάτων Χ-Υ. Η μη ασυνδυαζόμενη αυτή περιοχή ονομάστηκε MSY (male-
specific region). Η περιοχή MSY περιβάλλεται και από τις δύο πλευρές από ψευδοαυτοσωμικές 
περιοχές, όπου ο ανασυνδυασμός ανάμεσα στα χρωμοσώματα Χ και Υ είναι ένα συχνό και 
φυσιολογικό γεγονός κατά τη μείωση στους άνδρες (Skaletzky et al, 2003).  Η ευχρωματινική 
περιοχή της MSY καλύπτει στο σύνολο περίπου 23 Mb, 8 Mb στο βραχύ βραχίονα Yp και 14.5 
Mb στο μακρό βραχίονα του Υq.  
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Εικόνα 1 Η αρρενο-ειδική περιοχή του χρωμοσώματος Υ: A) Σχηματική απεικόνιση ολόκληρου του 
χρωμοσώματος Υ, περιλαμβανομένης και της ψευδοαυτοσωμικής και ετροχρωματινικής περιοχής, B) 
Μεγέθυνση της περιοχής μήκους 24Mb της MSY όπου απεικονίζονται και οι τρεις τάξεις ευχρωματινικών 




 Η MSΥ περιοχή περιλαμβάνει τουλάχιστον 156 μεταγραφικές μονάδες, οι μισές από τις 
οποίες πιθανότατα κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Όλες αυτές οι μεταγραφικές μονάδες που 
αναγνωρίστηκαν εντοπίζονται σε περιοχές ευχρωματίνης. Από τις 78 αλληλουχίες που 
κωδικοποιούν πρωτεΐνες, περίπου οι 60 ανήκουν σε 9 διαφορετικές MSY-ειδικές οικογένειες 
γονιδίων. Τα γονίδια της κάθε μιας από τις οικογένειες παρουσιάζουν >98% ομοιότητα στην 
νουκλεοτιδική τους αλληλουχία. Για τα υπόλοιπα 18 γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, 
εντοπίζεται ένα αντίγραφο τους στην MSY περιοχή. Κατά συνέπεια, η περιοχή αυτή φαίνεται να 
κωδικοποιεί τουλάχιστον 27 διαφορετικές πρωτεΐνες. Αξίζει να αναφερθεί πως οι  περιοχές 
ετεροχρωματίνης δεν παρουσιάζουν ενδείξεις για πιθανή μεταγραφική δραστηριότητα 
(Skaletzky et al, 2003). 
 
1.4 Η ΔΟΜΗ ΤΟΥ Υ ΧΡΩΜΟΣΩΜΑΤΟΣ 
 
 Όπως έχει ήδη αναφερθεί, το Υ χρωμόσωμα εντοπίζεται μόνο στον άνδρα και είναι το 
μικρότερο από τα χρωμοσώματα του. Το Y χρωμόσωμα (60Mb) αποτελεί το 2% -3% του 
απλοειδούς γονιδιώματος. Πρόκειται για ένα ακροκεντρικό χρωμόσωμα που αποτελείται από 
τον μικρό (p) βραχίονα, τον μεγάλο (q) βραχίονα και την ενδιάμεση των δύο, περιοχή του 
κεντομερούς. Πιο συγκεκριμένα, με τη βοήθεια κυτταρογενετικών μελετών έχουν 
προσδιοριστεί οι παρακάτω περιοχές στο Y χρωμόσωμα:  
1. Ψευδοαυτοσωμικές περιοχές (Pseudoautosomal region – PAR1, PAR2). Οι περιοχές αυτές 
εντοπίζονται στα άκρα των δυο βραχιόνων του Y χρωμοσώματος και καταλαμβάνουν μια 
έκταση 2,6Mb και 320bp, αντίστοιχα (Zheng Li et al.,2008).  Αυτές οι περιοχές παρουσιάζουν 
ομολογία με τα άκρα του Χ χρωμοσώματος και συμβάλουν στο σχηματισμό συνάψεων μεταξύ 
των Χ και Y χρωμοσωμάτων, όπως επίσης και στον ανασυνδυασμό τους κατά την μείωση. Μία 
πιθανή απώλεια της περιοχής PAR1 οδηγεί σε στειρότητα, εξαιτίας της απουσίας σύναψης των 
φυλετικών χρωμοσωμάτων (Mangs et al., 2007).  
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2. Μη ανασυνδιαζόμενη περιοχή του Y χρωμοσώματος (Non-recombining region/ NRY ή Male 
Specific Y/MSY). Η περιοχή αυτή αποτελεί το τμήμα του Y χρωμοσώματος που περιλαμβάνεται 
μεταξύ των δυο ψευδοαυτοσωμικών περιοχών και καλύπτει το 95%  του συνολικού μήκους του 
Υ χρωμοσώματος. Καταλαμβάνει μια έκταση 63Mb, εκ των οποίων οι 23Mb περιλαμβάνουν  
γονίδια που μεταγράφονται (Krausz et al., 2006). Η περιοχή αυτή περιέχει αλληλουχίες, που 
μπορεί να έχουν ομόλογες στο Χ χρωμόσωμα ή να είναι ειδικές του Y  χρωμοσώματος. Η NRY 
περιοχή υποδιαιρείται στα παρακάτω επιμέρους τμήματα:  
i. Το μικρό βραχίονα του Y χρωμοσώματος (ευχρωματινική περιοχή) 
ii. Την περιοχή του κεντρομέρους  
iii. Την κεντρική περιοχή του μεγάλου βραχίονα του Y  χρωμοσώματος (ευχρωματινική 
περιοχή)  
iv. Την περιοχή ετεροχρωματίνης, η οποία καταλαμβάνει την απομακρυσμένη Yq περιοχή. 
Η περιοχή αυτή παρουσιάζει ποικιλομορφία όσο αφορά το μήκος μεταξύ των ανδρών 
που ανήκουν σε διαφορετικές πληθυσμιακές ομάδες και μπορεί να αποτελέσει το ½ - 
⅔  του μεγέθους της περιοχής Yq. Θεωρείται ότι είναι γενετικά ανενεργή και 
συγκροτείται από δύο διαφορετικές ομάδες επαναλαμβανόμενων τμημάτων, τις DYZ1 
και DYZ2, κάθε μια εκ των οποίων διαθέτει από 5000-2000 αντίγραφα, αντίστοιχα. 
 Τα περισσότερα από τα γονίδια που συναντώνται στην NRY/MSY περιοχή του Υ 
χρωμοσώματος συμμετέχουν τόσο στον καθορισμό και τη διαφοροποίηση του φύλου (SRY) όσο 
και στην διαδικασία της σπερματογένεσης (γονίδια των AZF περιοχών) ( Krausz et al., 1999; 
Foresta et al., 2001; Krausz et al., 2006; Zheng Li et al., 2008).  
 
1.5 ΚΑΘΟΡΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΦΥΛΟΥ ΣΤΟΝ ΑΝΘΡΩΠΟ 
 
Εξαιτίας της μεγάλης κλινικής και βιολογικής σημασίας του, η αναγνώριση του 
μηχανισμού που συμβάλει στον καθορισμό του φύλου με την ανάπτυξη των όρχεων ή των 
ωοθηκών συνεχίζει να έλκει το ενδιαφέρον των ερευνητών. 
Δύο μεγάλες ανακαλύψεις που οδήγησαν στην κατανόηση του καθορισμού του φύλου  
στα θηλαστικά. Η πρώτη είναι το 1959, ταυτοποίηση των συνδρόμων Turner (XO θηλυκά 
άτομα) και Klinefelter (XXY αρσενικά άτομα). Αποδείχθηκε πως το χρωμόσωμα Υ φέρει ένα 
γονίδιο το οποίο ορίζει το ανδρικό φύλο. Η δεύτερη ανακάλυψη , το 1989, αφορά την  εύρεση 
του γονιδίου SRΥ (sex-determining region on the chromosome Y). Το ανθρώπινο γονίδιο SRY 
ανακαλύφθηκε ψάχνοντας για συντηρημένες αλληλουχίες σε τμήματα του Υ χρωμοσώματος, οι 
οποίες μεταφέρθηκαν στο χρωμόσωμα Χ με ομόλογο ανασυνδυασμό. Μεταξύ αυτών των 
αλληλουχιών εντοπίζεται και το γονίδιο SRY, το οποίο εντοπίστηκε σε άτομα τα οποία 
φαινοτυπικά ήταν άνδρες αλλά καρυοτυπικά είχαν ένα ζεύγος ΧΧ φυλετικών χρωμοσωμάτων  
(ασθενείς με σύνδρομο de la Chapelle).  
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Εικόνα 2. Ο ρόλος του γονιδίου SRY στον καθορισμό του φύλου στα θηλαστικά. 
 
Μετά την 6η εβδομάδα κύησης λαμβάνει χώρα η διαφοροποίηση του φύλου, δηλαδή ο 
σχηματισμός και η διαφοροποίηση των έσω και έξω γεννητικών οργάνων, τα οποία πλέον θα 
είναι διαφορετικά στο αρσενικό και στο θηλυκό άτομο (Κανακά-Gantenbein et al., 2007, Warne 
et al., 1998, Rey et al., 1998, McElreavey et al., 1999, Federman et al., 2004, McElreavey et al., 
1997, Ahmed et al., 2002, Josso et al., 1996, Hughes et al., 2001). Πιο συγκεκριμένα, κατά τις 
πρώτες έξι εβδομάδες της εμβρυικής ανάπτυξης, αναγνωρίζονται οι αδιαφοροποίητες δομές, οι 
οποίες είναι όμοιες και αμφιδύναμες τόσο στα 46, ΧΧ όσο και στα 46, ΧΥ έμβρυα (Κανακά-
Gantenbein et al., 2007, Josso et al., 1996, Hughes et al., 2001, Keith et al., 1978, MacLaughlin 
2004, Tohonen et al., 2003, Barsoum et al., 2006). Οι δομές αυτές είναι: 
Α)γεννητική ακρολοφία (gonadal ridge), τμήμα του μεσοδέρματος του εμβρύου των 
σπονδυλωτών από το οποίο αναπτύσσονται οι γονάδες  
Β) τα αρχέγονα γεννητικά κύτταρα (germ cells), κύτταρα της αναπαραγωγικής σειράς στα 
στάδια που προηγούνται της διαφοροποίησης τους σε ωογόνια και σπερματογόνια  
Γ) το σύστημα των εσωτερικών πόρων (internal ducts), οι οποίοι είναι δύο αρχικά σε κάθε 
έμβρυο, ο αγωγός Wollf ή μεσονεφρικός και ο αγωγός του Müller ή παραμεσονεφρικός   
∆) τα έξω γεννητικά όργανα 
Κατά την διαφοροποίηση του φύλου η γοναδική ακρολοφία θα διαφοροποιηθεί σε 
όρχεις ή ωοθήκες, τα γεννητικά κύτταρα θα διαφοροποιηθούν σε σπερματοκύτταρα ή 
ωοκύτταρα, το ένα ζευγάρι των εσωτερικών πόρων θα υποστραφεί ενώ το άλλο θα αναπτυχθεί, 
και τέλος, τα έξω γεννητικά όργανα θα αρρενοποιηθούν ή θα διαμορφωθούν προς θήλυ.  
Η διδύναμη γοναδική ακρολοφία στο έμβρυο των 5 εβδομάδων βρίσκεται στη μέση 
γραμμή των ουρογεννητικών ακρολοφιών. Τα αρχέγονα γεννητικά κύτταρα προέρχονται από το 
ενδόδερμα και στη συνέχεια μεταναστεύουν προς τη γοναδική ακρολοφία. Στις 4 εβδομάδες τα 
αρχέγονα γεννητικά κύτταρα ανιχνεύονται στα τοιχώματα του λεκιθικού ασκού και μία 
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εβδομάδα αργότερα, δηλαδή κατά την 5η εβδομάδα εμβρυικής ανάπτυξης 700-1300 κύτταρα 
μεταναστεύουν προς τους γεννητικούς αδένες. Τα γεννητικά κύτταρα τα οποία δεν φθάνουν 
στους γεννητικούς αδένες κατά κανόνα εκφυλίζονται, ενώ παραμονή τους σε εξωγοναδικές 
θέσεις οδηγεί σε εμφάνιση νεοπλασίας. Αξίζει να σημειωθεί ότι στο άρρεν η εγκατάσταση των 
αρχέγονων γενετικών κυττάρων είναι απαραίτητη για τη γονιμότητα. Αντίθετα, στο θήλυ αν δεν 
επιτελεσθεί η εγκατάσταση των αρχέγονων γεννητικών κυττάρων στις ωοθήκες δεν 
διαφοροποιούνται και δημιουργούνται ταινιοειδείς γονάδες (streak gonads) (McElreavey et al., 
1999, Federman et al., 2004, Ahmed et al., 2002, Ross et al., 2005). Κάθε γονάδα για να είναι 
λειτουργική πρέπει να περιέχει τόσο γα μετοκύτταρα, που θα δώσουν γένεση σε γαμέτες, όσο 
και σωματικά κύτταρα, τα οποία θα αποτελέσουν το υπόστρωμα που θα περιβάλλει τους 
γαμέτες (Tohonen et al., 2003)και θα εκκρίνουν ορμόνες, οι οποίες είναι απαραίτητες για την 
περαιτέρω διαφοροποίηση του φύλου και την αναπαραγωγική ικανότητα. Η αδιαφοροποίητη 
γονάδα περιλαμβάνει συνήθως τέσσερεις κυτταρικές σειρές, τα κύτταρα του στρώματος, τα 
στεροειδοπαραγωγά, τα κύτταρα του συνδετικού ιστού και τα γαμετοκύτταρα. Τα κύτταρα του 
στρώματος, θα δώσουν γένεση στα κύτταρα Sertoli, που θα περιβάλουν τα γαμετοκύτταρα και 
θα δημιουργήσουν ένα περιβάλλον κατάλληλο για την αύξηση και διαφοροποίησή τους ενώ τα 
στεροειδοπαραγωγά κύτταρα θα είναι τα κύτταρα Leydig. Η φυσιολογική διαφοροποίηση του 
φύλου στο άρρεν επιτελείται σε δύο στάδια. Αρχικά μέσω της δράσης γονιδίων που 
κωδικοποιούν μεταγραφικούς παράγοντες, όπως οι SF-1, WT-1, θα σχηματιστεί η διδύναμη 
γονάδα από το ενδιάμεσο μεσόδερμα και στη συνέχεια η συνδυασμένη δράση άλλων γονιδίων, 
με κύριους εκπροσώπους το καθοριστικό γονίδιο του φύλου SRY, που εδράζεται στο 
χρωμόσωμα Υ και το SOX9, θα επιτρέψει την πρόοδο της διαδικασίας φυλοκαθορισμού. Αυτό 
θα προσδιορίσει την περαιτέρω πορεία των γονάδων, δηλαδή στο άρρεν τη μετατροπή της 
αδιαφοροποίητης γονάδας σε όρχι, ενώ στη δεύτερη φάση οι εκκρινόμενες από τον όρχι πλέον 
ορμόνες, όπως η τεστοστερόνη, θα οδηγήσουν σε διαφοροποίηση των έσω και έξω γεννητικών 
οργάνων προς τον φυσιολογικό άρρενα φαινότυπο (Κανακά-Gantenbein et al., 2007, Warne et 
al., 1998, Rey et al., 1998, McElreavey et al., 1999, Federman et al., 2004, McElreavey et al., 
1997, Tohonen et al., 2006, Barsoum et al., 2006).  
Η βάση του φυλετικού διμορφισμού στα θηλαστικά προήλθε από την εξέλιξη των 
φυλετικών χρωμοσωμάτων. Τα φυλετικά χρωμοσώματα Χ και Υ έχουν προέλθει από 
αυτοσωμικούς προγόνους που υπήρχαν τουλάχιστον 300 εκατομμύρια χρόνια πριν. Τότε, ένας 
ανεπιτυχής συνδυασμός ομολόγων δημιούργησε μια περιοχή που δεν ήταν όμοια στα 2 
χρωμοσώματα. Ανάλογα με την παρουσία ή την έλλειψη αυτής προέκυπτε ένα διαφορετικό 
μοντέλο ανάπτυξης και δράσης των ανδρογόνων, έτσι ώστε να αποδοθεί σε αυτήν ένας 
φυλοκαθοριστικός ρόλος. Σε όλα τα θηλαστικά η περιοχή αυτή παίζει ρυθμιστικό ρόλο και 
ονομάζεται «περιοχή που καθορίζει το φύλο στο χρωμόσωμα Υ»(Sex-determining Region of the 
Y chromosome - SRY gene). Τα αρσενικά φέρουν ένα χρωμόσωμα Υ το οποίο αποτελείται, 
σχεδόν αποκλειστικά (95%) από μη συνδυαζόμενες αλληλουχίες έτσι ο ανασυνδυασμός με το Χ 
χρωμόσωμα συμβαίνει μόνο στις ψευδοαυτοσωματικές περιοχές PAR1 και PAR2. Η μη 
συνδυαζόμενη περιοχή εντοπίζεται γύρω από το γονίδιο SRY και περιέχει γονίδια και 
ρυθμιστικά στοιχεία. Ακριβώς γι αυτό η συγκεκριμένη περιοχή ονομάζεται και ειδική του 
άρρενος (Μale-Specific region of the Y chromosome).  
Στα θηλυκά, τα φυλετικά χαρακτηριστικά οφείλονται στο μεγαλύτερο βαθμό στην 
παρουσία δύο ΧΧ χρωμοσωμάτων. Λόγω του φαινομένου διαφυγής της αδρανοποίησης 
ορισμένα γονίδια είναι παρόντα «εις διπλούν» γεγονός που τους προσδίδει χαρακτηριστικά 
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ειδικά του θήλεος, σε σχέση με την παρουσία του ενός αντιγράφου στο αρσενικό. Ωστόσο, δεν 
έχει βρεθεί κάποιος ρόλος στον έλεγχο των λειτουργιών του φύλου για όλα τα γονίδια και για 
αυτό έχει προταθεί ότι, στη δημιουργία του θηλυκού φυλετικού προτύπου, συμμετέχουν και 
περιοχές των αυτοσωμάτων. Τέλος, υπέρ του σπουδαίου ρόλου των φυλετικών 
χρωμοσωμάτων στο διμορφισμό μεταξύ θηλυκών και αρσενικών συνηγορούν οι φαινοτυπικές 
διαταραχές που απορρέουν από κυτταρογενετικές ανωμαλίες. Παρά τα διαφορετικά 
συμπτώματα, οι ανευπλοειδισμοί των γονοσωμάτων, όπως τα σύνδρομα Kleinefelter και 
Turner, χαρακτηρίζονται πάντοτε από γοναδική δυσγενεσία και υπογονιμότητα.  
 
1.6 ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΩΝ ΓΟΝΑΔΩΝ  
 
Οι αρσενικές και οι θηλυκές γονάδες διαφέρουν μεταξύ τους και η ανάπτυξη 
τους συνδέεται στενά με τον καθορισμό του φύλου. Οι γονάδες αναπτύσσονται από το 
ενδιάμεσο μεσόδερμα σε μικρή απόσταση από τους νεφρούς. Το πλευρικό τμήμα του 
ενδιάμεσου  μεσοδέρματος σχηματίζει τους μεσονεφρούς και το μέσο τμήμα τη 
γονάδα. Η γεννητική ακρολοφία εμφανίζεται σε κάθε πλευρά του κορμού, 
προβάλλοντας ελαφρά μέσα στο κοίλωμα. Οι γεννητικές ακρολοφίες εκφράζουν το 
μεταγραφικό παράγοντα ομοιοπλαισίου και επικρατειών LIM, τον Lhx9, ο οποίος παίζει 
σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξή τους. Λίγο μετά την εμφάνιση της γεννητικής 
ακρολοφίας, ομάδες κυττάρων (χορδές) από το  επιθήλιο που επενδύει το κοίλωμα 
αρχίζουν να αναπτύσσονται μέσα στο υποκείμενο μεσέγχυμα. Κατά την περίοδο αυτή 
εμφανίζονται οι δύο αγωγοί οι οποίοι αποτελούν σημαντικά στοιχεία για το 
σχηματισμό των αναπαραγωγικών οργάνων. Ο νεφρικός αγωγός (αγωγός Wolf) αφού 
αρχίσει η ανάπτυξη των μετανεφρών, δεν έχει πλέον εκκριτική λειτουργία, αλλά 
παραμένει σχηματίζοντας τελικά το σπερματικό πόρο στο αρσενικό άτομο. Ο αγωγός 
του Muller (παραμεσονεφρικός αγωγός) εμφανίζεται δίπλα στον αγωγό του Wolf και 
τελικά θα σχηματίσει τον ωαγωγό, τη μήτρα και τον κεντρικό κόλπο του θηλυκού. 
Μέχρι το σημείο αυτό δεν υπάρχει διαφορά ως προς την ορατή διαφοροποίηση των 
δύο φύλων.  
Στο αρσενικό άτομο, από τις χορδές του επιθηλίου του κοιλώματος οι οποίες 
αναπτύσσονται προς τη γεννητική ακρολοφία σχηματίζεται ένα πολύπλοκο σύστημα 
σπερματοφόρων σωληναρίων, που αποτελούνται από κύτταρα Sertoli. Τα κύτταρα της 
αναπαραγωγικής σειράς ενσωματώνονται στα σπερματοφόρα σωληνάρια. Τα κύτταρα 
που είναι υπεύθυνα για την έκκριση της τεστοστερόνης ονομάζονται κύτταρα Leydig 
και διαφοροποιούνται από το μεσέγχυμα που εντοπίζεται ανάμεσα στα σωληνάρια. Τα 
σωληνάρια συνδέονται με τον αγωγό του Wolf και η αναπτυσσόμενη γονάδα 
βραχύνεται και ενθυλακώνεται σχηματίζοντας τον όρχι. Στο μεταξύ ο αγωγός του 
Muller υποχωρεί. Τα σωληνάρια του όρχι παραμένουν συμπαγή μέχρι και μετά τη 
γέννηση, οπότε αρχίζει η αυλοποίηση τους και εμφανίζονται τα σπερματογόνια, που 
προέρχονται από τα γαμετικά κύτταρα. Κατά τη σπερματογένεση λαμβάνει χώρα 
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συνεχής παραγωγή σπερματοζωαρίων από σπερματογόνια τύπου Α, που είναι 
προσαρτημένα στη βασική μεμβράνη του σωληναρίου, μέσω μιτωτικών 
σπερματογονίων τύπου Β, που κινούνται προς τον αυλό και υπόκεινται στη μείωση, 
κατά την οποία καθένα από αυτά παράγει τέσσερα σπερματοζωάρια (Slack, 2007). 
 
1.7 ΤΑ ΓΟΝΙΔΙΑ ΤΟΥ Υ ΧΡΩΜΟΣΩΜΑΤΟΣ 
 
 Σε σύγκριση με τα αυτοσωμικά χρωμοσώματα, το Υ χρωμόσωμα διαθέτει τον μικρότερο 
αριθμό γονιδίων αλλά τον μεγαλύτερο αριθμό επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών. Ειδικότερα 
έχουν προσδιοριστεί 220 γονίδια, εκ των οποίων τα 104 κωδικοποιούν πρωτεϊνικά μόρια, τα 
111 είναι ψευδογονίδια και τα υπόλοιπα 5 δεν έχουν κατηγοριοποιηθεί. Μεταξύ αυτών, 16 
πρωτεΐνες κωδικοποιούνται από γονίδια που εδράζονται στις AZF περιοχές και εμπλέκονται στη 
διαδικασία της σπερματογένεσης (Zheng Li et al., 2008).  
 Τα γονίδια ταξινομούνται σε τρείς ομάδες με βάση τη θέση τους στο Y χρωμόσωμα, τον 
αριθμό των αντιγράφων τους και το πρότυπο έκφρασής τους (Yen Η., 1999):  
1. Ψευδοαυτοσωμικά γονίδια (όπως ASMTL, MIC2 και IL9R) των οποίων η αλληλουχία 
είναι όμοια στο X και το Y χρωμόσωμα και με                                                                                                                                                      
ορισμένες εξαιρέσεις, εκφράζονται σε διαφορετικούς ιστούς.  
2. Γονίδια τα οποία εδράζονται στην NRY  περιοχή (USP9Y, BY, UTY). Αυτά τα γονίδια 
έχουν ομόλογα στο Χ χρωμόσωμα, κωδικοποιώντας πρωτεϊνικά μόρια με υψηλό βαθμό 
ταυτοσημίας. Επίσης, τα γονίδια αυτά εκφράζονται σε όλους τους ιστούς ενώ ορισμένα 
εκφράζονται ιστοειδικά στους όρχεις. 
3. Οικογένειες γονιδίων ειδικών για το Υ χρωμόσωμα (Y specific) (όπως DAZ, CDY και 
TSPY). Αποτελούν γονίδια τα οποία απαντώνται σε πολλαπλά αντίγραφα, τα οποία 
μπορεί να είναι είτε διασπαρμένα είτε ομαδοποιημένα στο Y χρωμόσωμα και 
εκφράζονται αποκλειστικά στους όρχεις. Εξαίρεση στην παραπάνω ομαδοποίηση 
αποτελεί το γονίδιο SRY το οποίο είναι απαραίτητο για την ανάπτυξη των όρχεων, 
βρίσκεται μόνο σε ένα αντίγραφο και παρουσιάζει διαφορετικό πρότυπο έκφρασης 
εκφράζεται στα κύτταρα της γενετικής ακρολοφίας, στα κύτταρα Sertoli  του ενήλικα 
και στα προγονικά κύτταρα των γονάδων (Jeske et al., 1995; Koopman et al., 1999; 




 Η σπερματογένεση είναι μια διαδικασία πολλαπλασιασμού και κυτταρικής 
διαφοροποίησης, κατά την οποία τα πρόδρομα γεννητικά κύτταρα μετατρέπονται  σταδιακά 
στα σπερματοζωάρια (αρσενικοί γαμέτες). Η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται στα 
σπερματοφόρα σωληνάρια του όρχι και ολοκληρώνεται στην επιδιδυμίδα με την ωρίμανση των 
σπερματοζωαρίων. (O’Donnell et al. 2001, Bedford et al. 1979) Στον άνθρωπο παράγονται 
καθημερινά περίπου 200 εκατομμύρια πλήρως διαφοροποιημένα σπερματοζωάρια. (De Jonge 
and Barratt, 2006) Χρονικά, το διάστημα που είναι απαραίτητο για να επιτευχθεί  εξέλιξη ενός 
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πρόδρομου γαμετικού κυττάρου σε ώριμο σπερματοζωάριο συνιστά ένα κύκλο 
σπερματογένεσης, η διάρκεια του οποίου εμφανίζει διαφορές ανάλογα με τον οργανισμό που 
μελετάται, για τον άνθρωπο είναι περίπου 70 μέρες.  (Vander, 2011) 
 Η σπερματογένεση διαχωρίζεται σε τρείς φάσεις, οι οποίες παρουσιάζουν τοπική και 
χρονική εξειδίκευση. (Vander, 2011) Η διαδικασία αρχίζει με μία φάση μιτωτικών διαιρέσεων. 
Τα σπερματογόνια κύτταρα (βλαστικά κύτταρα), τα οποία συναντώνται στα σπερματικά 
σωληνάρια του όρχι κοντά στη βασική μεμβράνη, μεταξύ των κυττάρων Sertoli, θα δώσουν τα 
τύπου Α και τύπου Β σπερματογόνια. Η διαφορά είναι ότι τα σπερματογόνια τύπου Α 
διατηρούν τα χαρακτηριστικά των αδιαφοροποίητων βλαστικών κυττάρων, ενώ τα 
σπερματογόνια τύπου Β προορίζονται για περεταίρω διαφοροποίηση. (O’Donnell et al. 2001) 
Στη συνέχεια, πραγματοποιείται μιτωτική διαίρεση των Α σπερματογονίων και παράγονται νέα 
σπερματογόνια τύπου Α και τύπου Β. Τα δεύτερα με μιτωτική διαίρεση δίνουν τα πρωτογενή 
σπερματοκύτταρα (πρώτης τάξης), τα οποία αυξάνονται σε μέγεθος και διπλασιάζουν το 
γενετικό τους υλικό πριν πραγματοποιηθεί η πρώτη μειωτική διαίρεση. (Clermont, 1972) Κατά 
το στάδιο μειωτικών διαιρέσεων, κάθε ένα από τα πρωτογενή σπερματοκύτταρα σχηματίζει με 
μείωση δύο δευτερογενή σπερματοκύτταρα (δεύτερης τάξης). Τα κύτταρα αυτά έχουν το μισό 
αριθμό χρωμοσωμάτων των πρωτογενών σπερματοκυττάρων, δηλαδή τον απλοειδή αριθμό 
χρωμοσωμάτων (23 χρωμοσώματα με δύο αδελφές χρωματίδες το κάθε ένα). Στη συνέχεια, 
κάθε σπερματοκύτταρο δεύτερης τάξης, υποβάλλεται στη δεύτερη μειωτική διαίρεση ώστε να 
παραχθούν τέσσερα απλοειδή κύτταρα, οι σπερματίδες (Slack, 2007). Στο σημείο αυτό οι 
σπερματίδες βρίσκονται κλεισμένες σε κοιλώματα που διαμορφώνονται από εγκολπώματα της 
μεμβράνης των κυττάρων Sertoli. Ταυτόχρονα με την εξέλιξη της διαδικασίας της 
σπερματογένεσης, παρατηρείται πολλαπλασιασμός και διαφοροποίηση των πρόδρομων 
γαμετικών κυττάρων, ενώ ταυτόχρονα μετακινούνται προς το επάνω μέρος των σωληναρίων, 
κοντά στον αυλό (Vander, 2011). Τέλος, σε μία τρίτη φάση, πραγματοποιείται η μετατροπή των 
σφαιρικών σπερματιδίων σε ώριμες, επιμηκυμένες σπερματίδες μέσα από μία διαδικασία που 
ονομάζεται σπερμιογένεση. Η σπερμιογένεση ορίζεται ως μία μορφολογική μετατροπή των 
σπερματίδων μέχρι το σχηματισμό των σπερματοζωαρίων, μέσα από μια διαδικασία 19 
σταδίων διαφοροποίησης. Στο στάδιο αυτό παρουσιάζεται ένα πρωτοφανές παράδειγ μα 
κυτταρικής διαφοροποίησης, στην οποία συμπεριλαμβάνονται η συμπύκνωση χρωματίνης, ο 
μετασχηματισμός και η επιμήκυνση του πυρήνα, η σταδιακή απώλεια του κυτταροπλάσματος, 
η βιογένεση του μαστιγίου και ο σχηματισμός του ακροσώματος. (Leblond and Clermont, 1952, 
Russell et al. 1990, Chocu et al. 2012) Όταν οι σπερματίδες φτάσουν σε ένα ωριμάσουν 
απελευθερώνονται από τα κύτταρα Sertoli στον αυλό του σπερματοφόρου σωληναρίου μέσω 
της διαδικασίας της σπερμίασης (Russell, 1993 (a), O’Donnell et al., 2011). Σε ένα τελευταίο 
στάδιο τα σπερματοζωάρια μέσω του ορχικού δικτύου μεταφέρονται στην επιδιδυμίδα όπου 
και ολοκληρώνεται η ωρίμανση τους, αποκτούν την τελική τους μορφή, γίνονται ικανά για 
γονιμοποίηση και αποθηκεύονται (Bedford, 1979, Smokovitis, 2007, Chocu et al., 2012). Κατά τη 
σπερματογένεση, τα ώριμα κύτταρα Sertoli διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ομαλή 
διεκπεραίωση της σπερματογένεσης. Τα κύτταρα Sertoli υφίστανται μία μετατροπή ωρίμανσης, 
η οποία περιλαμβάνει το σχηματισμό ενός κυτταρικού φραγμού μεταξύ αίματος και όρχι, ώστε 
να παρεμποδιστεί η μεταφορά χημικών ουσιών από το αίμα στον αυλό και να εξασφαλιστούν 
οι κατάλληλες συνθήκες ανάπτυξης των γαμετικών κυττάρων. Συγχρόνως, είναι υπεύθυνα για 
την διοχέτευση θρεπτικών ουσιών, αυξητικών παραγόντων και διαλυτών πρωτεϊνών, που είναι 
αναγκαία για την ομαλή αύξηση και διαφοροποίηση των σπερματογονίων. Επίσης, τα κύτταρα 
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Sertoli πραγματοποιούν και την φαγοκυττάρωση απομακρύνοντας τα ελαττωματικά 
σπερματοζωάρια. Τα γαμετικά κύτταρα και τα κύτταρα Sertoli επικοινωνούν με τη βοήθεια της 
παρακρινούς οδού κατά τη διάρκεια της σπερματογένεσης, πράγμα που δείχνει το πόσο ικανά 
είναι τα κύτταρα Sertoli στο να προσαρμόζονται στις  υψηλές εναλλασσόμενες ανάγκες των 
γαμετικών κυττάρων (Russell, 1993 (b), Parvinen, 1982, O’Donnell et al., 2011, Hai et al., 2014). 
  
Εικόνα 3. Απεικόνιση της διαδικασίας της σπερματογένεσης. Εμφανίζονται τα στάδια της 
σπερματογένεσης όπως λαμβάνουν χώρα στον όρχι και τα στάδια διαφοροποίησης των γαμετικών 
κυττάρων ώστε να μετατραπούν σε ώριμα σπερματοζωάρια.  
 
1.9 ΔΟΜΗ ΣΠΕΡΜΑΤΟΖΩΑΡΙΟΥ 
 
 Το ώριμο σπερματοζωάριο, που σχηματίζεται στο τέλος της σπερματογένεσης, 
αποτελεί ένα απλό, αλλά πλήρως διαφοροποιημένο κύτταρο με συγκεκριμένο ρόλο. (Ramalho-
Santos et al. 2007) Το μέγεθος των ανθρώπινων σπερματοζωαρίων είναι 60μm και 
αποτελούνται κυρίως από τρεις περιοχές με διαφορετική μορφολογία και λειτουργία: την  
ουρά, το μέσο σώμα και την κεφαλή (Ramalho-Santos et al. 2007, Eddy and O’Brien, 1994, 
Yanagimachi, 1994). Μορφολογικά, η κεφαλή του φυσιολογικού σπερματοζωαρίου έχει σχήμα 
ωοειδές, μήκος 3,0-5,0 μm, πλάτος 2,0-3,0 μm και πάχος 1,5 μm. Αποτελείται από τον πυρήνα 
και το ακρόσωμα, τα οποία καλύπτει η πλασματική μεμβράνη (Ramalho-Santos et al. 2007, 
Buffone et al. 2012). Η κεφαλή του σπερματοζωαρίου περιέχει τον πυρήνα, στον οποίο 
εντοπίζονται σε μεγαλύτερο βαθμό (γιατί υπάρχουν και οι ιστόνες) οι προταμίνες: πρωτεΐνες 
που συνδέονται στο DNA και αντικαθιστούν τις ιστόνες. Η παρουσία των προταμινών επιτρέπει 
το πακετάρισμα του DNA και τη συσπείρωσή του στο μέγιστο βαθμό, ώστε να επιτευχθεί ο 
εγκλεισμός του στην κεφαλή του σπερματοζωαρίου. Συμπερασματικά, οι προταμίνες σε 
συνδυασμό με την απώλεια υποκυττάριων οργανιδίων και κυτταροπλάσματος επιτρέπουν σε 
ένα μεγάλο βαθμό τη μείωση του όγκου του σπερματοκυττάρου και επιτρέπουν το 
αεροδυναμικό σχήμα (Jodar & Oliva, 2014). Στο μπροστινό μέρος του πυρήνα εντοπίζεται το 
ακρόσωμα, ένα εκκριτικό κυστίδιο το οποίο προκύπτει από τη συσκευή Golgi κατά την 
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σπερμιογένεση. (Abou-Haila, 2000). Στο ακρόσωμα περιέχονται υδρολυτικά ένζυμα και 
πρωτεΐνες, που συμβάλλουν στο σχηματισμό των συγκεκριμένων δομών, οι οποίες με τη σειρά 
τους θα βοηθήσουν κατά τη διείσδυση στο ωάριο (Slack, 2007, Abou-Haila, 2000). Η κεφαλή 
συνδέεται με το υπόλοιπο σώμα του σπερματοζωαρίου μέσω του αυχένα. Ο αυχένας 
περιλαμβάνει το κεντριόλιο, από το οποίο θα προκύψει το αξόνημα της ουράς (Chemes et al. 
1999). Ακολουθεί το μέσο σώμα, το οποίο έχει μήκος 5,0-7,0 μm και πλάτος 1μm (Menkveld et 
al. 2011). Όπως προκύπτει και από το όνομά του, το μέσο σώμα βρίσκεται στο μέσο του 
σπερματοζωαρίου και διαθέτει  μεγάλο αριθμό μιτοχονδρίων που είναι διατεταγμένα σε 
μορφή σπειράματος γύρω από το αξόνημα. Η υψηλή συσσώρευση των μιτοχονδρίων στο 
σημείο αυτό διασφαλίζει τη σύνθεση ATP ώστε να είναι δυνατή η κίνηση και η επιβίωση των 
σπερματοζωαρίων. (Oko and Clermont, 1990) Τέλος, η δομή του σπερματοζωαρίου 
ολοκληρώνεται με την παρουσία της ουράς, η οποία  έχει μήκος  περίπου 45μm (Menkveld et 
al. 2011). Η ουρά είναι ένα ενισχυμένο μαστίγιο με χαρακτηριστική οργάνωση από δέσμες 
μικροσωληνίσκων, εννέα ζεύγη ινιδίων διατάσσονται περιφερικά του αξονήματος και ένα 
ζεύγος βρίσκεται στo κέντρο. Επιπλέον πρωτεϊνικές δομές όπως οι βραχίονες δυνεΐνης 






 Στα περισσότερα θηλαστικά τα σπερματοζωάρια που απελευθερώνονται κατά τη 
σύζευξη δεν είναι ικανά για γονιμοποίηση. Προκειμένου να αποκτήσουν αυτή την ικανότητα, 
παραμένουν για ένα χρονικό διάστημα στην αναπαραγωγική οδό του θηλυκού όπου 
υφίστανται ενεργοποίηση (Chang, 1951, Austin, 1951). Αυτή η διαδικασία ενεργοποίησης 
αφορά μια σειρά βιοχημικών, μοριακών και δομικών αλλαγών. (Gadella et al. 2006). 
Αναφορικά, ένα από τα γεγονότα που συμβαίνουν, είναι η απώλεια της χοληστερόλης από την 
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πλασματική μεμβράνη του σπερματοζωαρίου. Αυτό έχει ως  αποτέλεσμα την αύξηση της 
διαπερατότητας και ρευστότητας της  μεμβράνης, με συνέπεια την αύξηση της μεταφοράς 
ιόντων Ca2+ και HCO3- προς στο εσωτερικό του κυττάρου (Ickowicz et al. 2012). Με την αύξηση 
της εισροής ιόντων πυροδοτείται το μονοπάτι μεταγωγής σήματος της αδενυλικής κυκλάσης 
(Garbers et al. 1982). Η ενεργοποιημένη αδενυλική κυκλάση προκαλεί αύξηση των επιπέδων 
cAMP και κατ’ επέκταση σε ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης pKA, η οποία 
φωσφορυλιώνει πρωτεϊνικά υποστρώματα (Visconti et al. 1998). Κατά κύριο λόγο, οι πρωτεΐνες 
που υφίστανται φωσφορυλίωση στη φάση της ενεργοποίησης εντοπίζονται στην ουρά του 
σπερματοζωαρίου και σε σαφώς μικρότερο ποσοστό στην κεφαλή (Petrunkina et al. 2001). Η 
φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών της ουράς, συνδυάζεται με την υπερκινητικότητα των 
σπερματοζωαρίων (hyperactivation), που τους προσδίδει την ικανότητα να διασχίσουν την 
τραχηλική βλέννα ώστε να προσδεθούν στη διαφανή ζώνη του ωαρίου (Rajesh et al. 2004).  
Επίσης, κατά τη διάρκεια της ενεργοποίησης διευκολύνεται το άνοιγμα των διαύλων Ca 
εξαιτίας της μεταβολής του δυναμικού της μεμβράνης (υπερπόλωση) που παρατηρείται. Η 
παροδική αύξηση του ενδοκυτταρικού ασβεστίου προετοιμάζει το σπερματοζωάριο για την 
ακροσωμική αντίδραση (Zeng et al. 1995).  
 
1.11 ΑΚΡΟΣΩΜΙΚΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 
 
 Στα θηλαστικά, συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου, το ωοκύτταρο που 
απελευθερώνεται από την ωοθήκη περιβάλλεται από τα  ωοθηλακικά κύτταρα (κύτταρα 
ακτινωτού στεφάνου) και από μια διαφανή στιβάδα εξωκυττάριου υλικoύ η οποία ονομάζεται 
διαφανής ζώνη (Keisuke et al. 2004). Η διαφανής ζώνη περιβάλλεται από τα κύτταρα του 
ακτινωτού στεφάνου, τα οποία είναι βυθισμένα σε εξωκυττάριο στρώμα πλούσιο σε 
υαλουρονικό οξύ (Slack, 2007). Για να υπάρξει επιτυχής γονιμοποίηση του ωαρίου, το 
ενεργοποιημένο σπερματοζωάριο θα πρέπει πρώτα να διεισδύσει στο εξωκυττάριο στρώμα και 
έπειτα να προσδεθεί στη διαφανή ζώνη. Για το λόγο αυτό τα σπερματοζωάρια φέρουν στη 
μεμβράνη τους ένα ένζυμο με ενεργότητα υαλουρονιδάσης η οποία βοηθά το πέρασμά τους 
από  την στιβάδα των κυττάρων του ακτινωτού στεφάνου (Ying Lin et al. 1994). Ακολούθως, 
πραγματοποιείται η σύνδεση του σπερματοζωαρίου στη διαφανή ζώνη, στάδιο κατά το οποίο 
εξασφαλίζεται η ειδο-ειδικότητα της γονιμοποίησης (Ganguly et al. 2010). Η διαφανής ζώνη 
αποτελείται από τέσσερεις γλυκοπρωτεΐνες που ονομάζονται ZP1, ZP2, ZP3, ZP4 και φέρουν στο 
καρβοξυτελικό τους άκρο, ένα κοινό μοτίβο πεπτιδικής αλληλουχίας ‘’ZP’’ (Hughes and Barratt, 
1999, Leﬁevre et al. 2004). Το ενεργοποιημένο σπερματοζωάριο συνδέεται στις  γλυκοπρωτεΐνες  
ZP1, ZP3 και ΖP4 και επάγεται η ακροσωμική αντίδραση, ενώ η ΖP2 φαίνεται να έχει 
δευτερεύοντα ρόλο (Gupta et al. 2012). Κατά την ακροσωμική αντίδραση παρατηρείται ταχεία 
εξωκυττάρωση του ακροσωμικού κυστιδίου, κάτι το οποίο συνδυάζεται με την απελευθέρωση 
υδρολυτικών ενζύμων όπως οι σερινο-πρωτεάσες και η ακροσίνη που βοηθούν στην διείσδυση 
του σπερματοζωαρίου στη διαφανή ζώνη (Abou-Haila & Tulsiani, 2000). 
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1.12 ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ & ΣΥΝΤΗΞΗ ΣΠΕΡΜΑΤΟΖΩΑΡΙΟΥ-ΩΟΚΥΤΤΑΡΟΥ 
 
 Το πρώτο στάδιο της σύντηξης των κυτταρικών μεμβρανών είναι η πρόσδεση του 
σπερματοζωαρίου στο ωάριο και πραγματοποιείται στην περιοχή του ωαρίου που εφάπτεται 
στην πλευρική επιφάνεια της κεφαλής του σπερματοζωαρίου (Slack, 2007). Τα δύο κύτταρα 
αλληλεπιδρούν μεταξύ τους μέσω της σύνδεσης των ιντεγκρινών του ωαρίου και των 
πρωτεϊνών της οικογένειας ADAM (φερτιλίνη α,β, κυριτεστίνη) του σπερματοζωαρίου (Keisuke 
et al. 2004).  Το ζεύγος ADAM/ιντεργκρίνη α6β1 θεωρείται ότι παίζει σημαντικό ρόλο σε αυτή τη 
σύνδεση μεταξύ σπερματοζωαρίου και ωαρίου (Barraud-Lange and Boucheix, 2013). Ωστόσο, 
για την σύντηξη των δύο κυτταρικών μεμβρανών είναι απαραίτητη μια πρωτεΐνη του ωαρίου η 
οποία καλείται τετρασπανίνη, CD9 καθώς και η πρωτεΐνη Izumo που εντοπίζεται στην κεφαλή 
του σπερματοζωαρίου μετά την ακροσωμική αντίδραση (Inoue et al. 2005). Τη σύντηξη των δυο 
γαμετών ακολουθεί η αύξηση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης ασβεστίου (Lawrence et al. 
1997). Ακολούθως, η αύξηση αυτή ενεργοποιέι την εξωκυττάρωση των φλοιωδών κοκκίων, την 
ολοκλήρωση της δεύτερης μειωτικής διαίρεσης και το σχηματισμό του δεύτερου πολικού 
σωματίου (Alberio et al. 2001). Τα φλοιώδη κοκκία περιέχουν ένζυμα όπως πρωτεάσες και 
γλυκοσιδάσες, οι οποίες τροποποιούν τους υποδοχείς της διαφανούς ζώνης, παρεμποδίζοντας 
την είσοδο επιπλέον σπερματοζωαρίων (Stein et al. 2004). Ο πυρήνας του σπερματοζωαρίου 
υφίσταται αποσυμπύκνωση μέσω της μείωσης των δισουλφιδικών δεσμών των πρωταμινών, 
ενώ τα μιτοχόνδρια εκφυλίζονται και δε συμμετέχουν στη μετέπειτα ανάπτυξη (Slack, 2007). Το 
κεντριόλιο που αρχικά αποτελεί το κέντρο οργάνωσης μικροσωληνίσκων του σπερματικού 
αστέρα διαιρείται προκειμένου να σχηματιστεί στο ζυγωτό η πρώτη αυλακωτική άτρακτος 
(Slack, 2007). Τέλος, οι δυο προπυρήνες μεταναστεύουν αργά ο ένας προς τον άλλο, ενώ 
παράλληλα λαμβάνει χώρα η αντιγραφή του DNA. Οι προπυρηνικοί φάκελοι αποσυγκροτούνται 
κατά τη συνάντησή τους και τα χρωμοσώματα ευθυγραμμίζονται με τη μιτωτική άτρακτο, 
έτοιμα για την πρώτη αυλάκωση (Slack, 2007). 
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Εικόνα 5. Διαγραμματική απεικόνιση των σταδίων αλληλεπίδρασης ωοκυττάρου -σπερματοζωαρίου. 
  
1.13 ΑΝΔΡΙΚΗ ΥΠΟΓΟΝΙΜΟΤΗΤΑ 
 
Αναμφίβολα, ένα από τα σημαντικότερα προβλήματα που ενδέχεται να αντιμετωπίζουν 
τα σύγχρονα ζευγάρια, τα οποία ετοιμάζονται να ξεκινήσουν τη δική τους οικογένεια, είναι 
αυτό της υπογονιμότητας. Σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας ο κλινικός ορισμός 
της υπογονιμότητας ορίζεται ως «μία ασθένεια του αναπαραγωγικού συστήματος που 
χαρακτηρίζεται από αδυναμία επίτευξης εγκυμοσύνης για χρονικό διάστημα μεγαλύτερο των 
12 μηνών, κατά τους οποίους πραγματοποιούνται τακτικές σεξουαλικές επαφές χωρίς να 
γίνεται χρήση αντισυλληπτικών μεθόδων» (WHO, 2007). 
Για να πραγματοποιηθεί σωστή διάγνωση και, εν συνεχεία, η σωστή θεραπεία της 
υπογονιμότητας, θα πρέπει να ληφθεί υπ’ όψη ότι 15-20% των ζευγαριών αντιμετωπίζουν 
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πρόβλημα τεκνοποίησης, ενώ σε ένα 40% των περιστάσεων το πρόβλημα εντοπίζεται στον 
άνδρα, σε 40% στη γυναίκα, ενώ σε ένα ποσοστό περίπου 20% είναι μικτής αιτιολογίας. 
Φυσικά, υπάρχει και ένα ποσοστό όπου δεν είναι εύκολο να προσδιορίσουμε τα αίτια της 
υπογονιμότητας. (Τurek et al., 2008) Συνεπώς, είναι αντιληπτό ότι παρ’ όλο που σε πολλά 
ζευγάρια η υπογονιμότητα οφείλεται σε προφανή και εύκολα αναγνωρίσιμα αίτ ια, υπάρχουν 
και περιπτώσεις που τα αίτια γίνονται δύσκολα γνωστά. (Grace et al., 2014) Στις περιπτώσεις 
αυτές είναι αναγκαίο να πραγματοποιηθούν οι σωστές ενέργειες διάγνωσης ώστε να 
εξακριβωθούν τα αίτια και να επιλεχθεί η κατάλληλη αντιμετώπιση του προβλήματος.  
 
1.14 ΔΙΑΓΝΩΣΗ ΥΠΟΓΟΝΙΜΟΤΗΤΑΣ 
 
1.14.1  ΑΝΑΛΥΣΗ ΣΠΕΡΜΑΤΟΣ 
 
Το σπέρμα αποτελείται από σπερματοζωάρια και σπερματικό υγρό. Τα 
σπερματοζωάρια παράγονται στους όρχεις και αποτελούν το 3-5% του όγκου του σπέρματος, 
ενώ το σπερματικό υγρό, προέρχεται από την ανάμιξη των εκκρίσεων των επικουρικών 
γεννητικών αδένων και αποτελεί το 95-97% (Polakoski et al. 1976). Ο έλεγχος του σπέρματος 
είναι ο ακρογωνιαίος λίθος της εργαστηριακής αξιολόγησης  της ανδρικής υπογονιμότητας 
(Poongothai et al 2009). Για το λόγο αυτό η ανάλυση του σπέρματος βασίζεται σε λεπτομερή 
εργαστηριακά πρωτόκολλα που έχει δημοσιεύσει ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (WHO). 
Στον έλεγχο του σπέρματος πρέπει να περιλαμβάνεται η εκτίμηση των κύριων 
παραμέτρων του σπέρματος και ανάλογα με την περίπτωση, η ανοσολογική, η βιοχημική και η 
μικροβιολογική εξέταση. Οι κύριες παράμετροι που αξιολογούνται είναι ο αριθμός, η 
κινητικότητα, και η μορφολογία των σπερματοζωαρίων (WHO, 1999). Ακόμη, γίνεται 
αξιολόγηση ενός ακόμα παράγοντα: του pH, το οποίο σε φυσιολογικές συνθήκες θα πρέπει να 
είναι ελαφρώς αλκαλικό. Στην περίπτωση που η τιμή του pH είναι μικρότερη από 7 και ο 
αριθμός των σπερματοζωαρίων είναι περιορισμένος τότε αυτό υποδηλώνει την απόφραξη της 
εκσπερματικής οδού (de la Taille et al. 1998). Τα επίπεδα του κιτρικού οξέος και της 
φρουκτόζης μπορούν να προσδιορίσουν την εκκριτική ικανότητα των επικουρικών αδένων, 
καθώς τυχόν χαμηλές συγκεντρώσεις μπορεί να είναι ενδεικτικές της ύπαρξης φλεγμονής 
(Cooper et al. 1990). Τέλος, η υψηλή συγκέντρωση λευκοκυττάρων στο δείγμα μειώνει τη 
γονιμοποιητική ικανότητα του σπέρματος και αποτελεί ένδειξη βλάβης του αναπαραγωγικού 
συστήματος  (WHO, 2010) (Πίνακας 3.)  
Σε περίπτωση που οι παράμετροι που μελετώνται, εμφανίζουν διαφορές από τα 
φυσιολογικά όρια τότε το δείγμα χαρακτηρίζεται ως παθολογικό. Συνεπώς, τα δείγματα που 
παρουσιάζουν χαμηλή συγκέντρωση σπερματοζωαρίων χαρακτηρίζονται ως 
ολιγοζωοσπερμικά, ενώ  τα δείγματα στα οποία δεν εντοπίζονται καθόλου σπερματοζωάρια 
χαρακτηρίζονται ως αζωοσπερμικά. Δείγματα στα οποία περισσότερα από το 40% των 
σπερματοζωαρίων έχουν παθολογική μορφολογία χαρακτηρίζονται ως τερατοζωοσπερμικά 
(Εικόνα 9.), ενώ δείγματα στα οποία η πλειοψηφία των σπερματοζωαρίων εμφανίζουν 
μειωμένη κινητικότητα χαρακτηρίζονται  ως ασθενοζωοσπερμικά (WHO, 2010) (Πίνακας 4.).  
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1.14.2 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜΕΣ 
 
 Επειδή η διάγνωση της υπογονιμότητας με συμβατική ανάλυση των παραμέτρων του 
σπέρματος δεν επαρκεί, είναι αναγκαία η εκτέλεση περισσότερων λειτουργικών δοκιμών. Οι 
δικιμές αυτές έχουν σαν στόχο την ανίχνευση διαταραχών στην επιβίωση των 
σπερματοζωαρίων, τη μετακίνηση τους εντός του θήλεος γεννητικού συστήματος και στα 
επιμέρους βήματα της γονιμοποίησης. (Aitken, 2006) Η ικανότητα γονιμοποίησης των 
σπερματοζωαρίων μπορεί να αξιολογηθεί με: τη δοκιμασία διείσδυσης των σπερματοζωαρίων 
στην τραχηλική βλέννα (Aitken, 1985), τη δοκιμασία  ''ενεργοποίησης'' των σπερματοζωαρίων 
(Sukcharoen et al 1995), τη δοκιμασία σύνδεσης σπερματοζωαρίου-διαφανούς ζώνης 
(Oehninger et al., 1992), τη δοκιμασία ακροσωμικής αντίδρασης (Aitken, 1993) και τη 
δοκιμασία εισόδου των σπερματοζωαρίων σε ωάρια χάμστερ (Aitken, 2006). 
 
Πίνακας 1. Παράμετροι που μελετώνται κατά την ανάλυσή του σπέρματος και οι 
κατώτερες τιμές που μπορούν να λάβουν (WHO, 2010). 
 
Παράμετρος Κατώτερες τιμές αναφοράς 
Όγκος (ml) 1,5 (1,4-1,7) 
Ολικός αριθμός σπερματοζωαρίων 
(106 ανά εκσπερμάτιση) 
39 (33-46) 
Συγκέντρωση σπέρματος (106 ανά ml) 15 (12-16) 





Προοδευτική κινητικότητα 32 (31-34) 
Βιωσιμότητα (ζωντανά σπερματοζωάρια %) 58 (55-63) 
Μορφολογία (φυσιολογικές μορφές %) 4 (3,0-4,0) 
pH >7,2 
Περοξιδάση-θετικά λευκοκύτταρα 
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MAR test (κινητά σπερματοζωάρια με 
δεσμευμένα σωματίδια, %) 
<50 
Immunobead test (κινητά σπερματοζωάρια 




Πίνακας 2. Κατηγορίες διαταραχών του σπέρματος σύμφωνα με τον Παγκόσμιο 
Οργανισμό Υγείας (WHO, 2010). 
 
Ιατρική ονομασία Χαρακτηριστικά 
Αζωοσπερμία Απουσία σπερματοζωαρίων στο σπέρμα 
Ασπερμία Πλήρης έλλειψη σπέρματος κατά την 
εκσπερμάτωση 
Ολιγοζωoσπερμία < 10 εκατομμύρια σπερματοζωάρια/ml 
σπέρματος 
Ασθενοζωοσπερμία > 40% των σπερματοζωαρίων με μειωμένη 
κινητικότητα 
Τερατοζωοσπερμία > 40% των σπερματοζωαρίων με ανώμαλη 
μορφολογία 
Νεκροσπερμία Μη βιώσιμα/ νεκρά σπερματοζωάρια 
Ολιγοασθενοζωοσπερ
μία 
Μειωμένη κινητικότητα & συγκέντρωση 




Μειωμένη κινητικότητα, συγκέντρωση και 
ανώμαλη μορφολογία σπερματοζωαρίων  
Αιματοσπερμία Παρουσία ερυθροκυττάρων στο σπέρμα 
Πυοσπερμία Παρουσία λευκοκυττάρων στο 
σπέρμα 
Πολυζωοσπερμία Υπερβολικά υψηλή συγκέντρωση 
σπερματοζωαρίων στο σπέρμα 
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Εικόνα 6. Διαγραμματική απεικόνιση ανώμαλων διαμορφώσεων των σπερματοζωαρίων (Kruger et al. 
1993) 
 
1.15 ΑΙΤΙΑ ΑΝΔΡΙΚΗΣ ΥΠΟΓΟΝΙΜΟΤΗΤΑΣ 
 
Η ανδρική υπογονιμότητα είναι μια πολύπλοκη  διαταραχή η οποία οφείλεται τόσο σε 
γενετικούς όσο και  σε μη γενετικούς παράγοντες. Οι κυριότεροι από αυτούς συνοψίζονται 
παρακάτω (WHO 2000): 
 Γενετικές ανωμαλίες 
 Συγγενείς  ή επίκτητες ανωμαλίες του ουρογεννητικού συστήματος  
 Μολύνσεις ουρογεννητικού συστήματος 
 Αυξημένη θερμοκρασία του όσχεου 
 Ενδοκρινολογικές διαταραχές 
 Ανοσοβιολογικοί παράγοντες 
 
 1.15.1 ΓΕΝΕΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ 
 
 Υπολογίζεται ότι οι γενετικές ανωμαλίες αποτελούν τον σημαντικότερο αιτιολογικό 
παράγοντα της ανδρικής υπογονιμότητας, συμβάλλοντας σε ένα ποσοστό 15-30% (Ferlin  et al. 
2007). Το γενετικό υπόβαθρο της υπογονιμότητας αφορά κυρίως χρωμοσωμικές ανωμαλίες, 
μικροελλείμματα στο Υ χρωμόσωμα  και γονιδιακές μεταλλάξεις, που μπορούν να επηρεάσουν 
ένα εύρος φυσιολογικών διαδικασιών όπως η ορμονική ομοιόσταση, η σπερματογένεση και η 
ποιότητα του σπέρματος (Poongothai et al. 2009, Ferlin  et al. 2007). 
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1.15.2 ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΕΣ ΑΝΩΜΑΛΙΕΣ 
 
Όσον αφορά τις χρωμοσωμικές ανωμαλίες, μπορεί να πρόκειται για κάποια 
ανευπλοειδία όπως το σύνδρομο Klinefelter (47, XXY) ή για κάποια δομική ανωμαλία όπως 
είναι η μετάθεση κατά Robertson. Το σύνδρομο Klinefelter προκαλεί υπογοναδισμό και 
υπογονιμότητα με αποτέλεσμα το 75-90% των ανδρών που πάσχουν να εμφανίζουν 
αζωοσπερμία (Selice et al. 2010, Wiser et al. 2012). Ακόμα, άτομα που φέρουν ένα επιπλέον Υ 
χρωμόσωμα (47, ΧΥΥ) μπορεί να εμφανίσουν ανωμαλίες στη σπερματογένεση (Shefi and Turek, 
2006). Από την άλλη πλευρά, η μετάθεση κατά Robertson μπορεί να οδηγήσει σε μια ποικιλία 
φαινοτύπων, από φυσιολογική σπερματογένεση μέχρι αδυναμία παραγωγής σπερματογονίων. 
Χαρακτηριστικά, μόνο το 0,8% των υπογόνιμων ανδρών φέρουν αυτή τη χρωμοσωμική 
ανωμαλία (O'Flynn O'Brien et al. 2010). 
 
1.15.3 ΜΙΚΡΟΕΛΛΕΙΜΜΑΤΑ ΣΤΟ Υ ΧΡΩΜΟΣΩΜΑ ΚΑΙ ΠΕΡΙΟΧΕΣ AZF  
 
Η πρώτη ένδειξη πως υπάρχει μια συσχέτιση μεταξύ των μικροελλειμμάτων στο μακρύ 
βραχίονα του Υ χρωμοσώματος και της υπογονιμότητας στον άνδρα ήρθε το 1976 από τους 
Zuffardi και Tiepolo. Για την ακρίβεια, υποστήριξαν ότι στο βραχίονα q του Υ χρωμοσώματος 
εντοπίζεται ένα γονίδιο που κωδικοποιεί για ένα παράγοντα, ο οποίος συνδέεται με τη 
διαδικασία της σπερματογένεσης. Ο παράγοντας αυτός ονομάστηκε AZF (azospermia factor) 
καθώς βρέθηκε ότι λείπει σε άνδρες που έπασχαν από αζωοσπερμία (Tiepolo and Zuffardi, 
1976).  
Λόγω της πολύπλοκης διαμόρφωσης του χρωμοσώματος Υ, χρειάστηκαν περίπου 30 
χρόνια ερευνών για να υπάρξει μια καλύτερη εικόνα σχετικά με τις ΑΖF περιοχές. Οι έρευνες 
αυτές ανέδειξαν ότι δεν πρόκειται για ένα γονίδιο αλλά για  μια ευρύτερη ΑΖF περιοχή, η οποία 
διακρίνεται σε τρείς μη επικαλυπτόμενες υποπεριοχές τις AZFa, ΑZFb, AZFc. Εντός αυτών των 
χρωμοσωμικών τμημάτων εδράζονται 12 γονίδια/οικογένειες γονιδίων που είναι απαραίτητα 
για τη φυσιολογική διεξαγωγή της σπερματογένεσης (Vogt et al. 1996).  
Όσο αφορά την κάθε περιοχή ξεχωριστά, η AZFa έχει μέγεθος 792kb. Κωδικοποιεί για 2 
γονίδια, το USP9Y, μια πρωτεάση εξειδικευμένη για ουβικιτίνη (αφαιρεί ουβικιτίνες από 
ουβικιτινυλιωμένες πρωτεΐνες), μέλος της οικογένειας πρωτεασών C19. Η έκφραση της 
συγκεκριμένης πρωτεΐνης παρατηρείται στο στάδιο της σπερματίδας, ωστόσο ελλείμματα σε 
αυτήν είναι συμβατά με την παραγωγή σπερματοζωαρίων. Η δεύτερη πρωτεΐνη που 
κωδικοποιείται είναι η DDXY3, της οποίας ο μοριακός ρόλος παραμένει άγνωστος, ωστόσο έχει 
τα στοιχεία μιας ATP-εξαρτώμενης RNA ελικάσης που ανήκει στην οικογένεια πρωτεϊνών με 
DEAD box (Navarro-Costa et al., 2010). 
Η AZFb περιοχή εκτείνεται σε 6,23Mb και κωδικοποιεί 12 γονίδια, 5 μονά και 7 σε 
πολλαπλά αντίγραφα. Μεταξύ αυτών τα EIF1AY, KDM5D, RPS4Y2, HSFY και RBMY1A1 
εκφράζουν έναν παράγοντα έναρξης της μετάφρασης, μια απομεθυλάση της τέταρτης λυσίνης 
της ιστόνης 3 (H3K4), μια πρωτεϊνική υπομονάδα του ριβοσώματος απαραίτητη για την 
πρόσδεση του mRNA, έναν μεταγραφικό ενεργοποιητή της οικογένειας πρωτεϊνών θερμικού 
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σοκ και μια πρωτεΐνη που συνδέεται στο mRNA και ενέχεται στη μεταφορά και αποθήκευση 
του, αντίστοιχα (Navarro-Costa et al., 2010).  
Η AZFc περιοχή έχει μέγεθος περίπου 3,5Μb και περιέχει 3 οικογένειες γονιδίων, τα 
BPY2, CDY και DAZ. Το γονίδιο BPY2 κωδικοποιεί για μια έντονα φορτισμένη πρωτεΐνη που 
σχετίζεται με τη ρύθμιση του κυτταροσκελετού κατά την σπερματογένεση. Η CDY υποπεριοχή 
κωδικοποιεί για δυο πρωτεΐνες, τις CDY1 &2, οι οποίες ενέχονται στην μετα-μειωτική 
αναμόρφωση του πυρήνα καθώς και δρουν ως μεταγραφικοί παράγοντες. Η DAZ υποπεριοχή 
κωδικοποιεί για τρεις πρωτεΐνες με ικανότητα σύνδεσης σε mRNA και παίζουν ρόλο στη 
διαμόρφωση της ανδρικής γαμετικής σειράς (Navarro-Costa et al., 2010).   
Μικροελλείμματα στις περιοχές AZF του Υ χρωμοσώματος έχουν εντοπισθεί στο 5-15% 
των ανδρών που παρουσιάζουν μειωμένη γονιμότητα. Ο φαινότυπος των υπογόνιμων ανδρών 
ποικίλει ανάλογα με την περιοχή AZF  που απουσιάζει και μπορεί να  κυμαίνεται από ήπια 
ολιγοσπερμία μέχρι πλήρη απουσία γαμετικών κυττάρων (Huynh et al., 2002, Kent-First et al., 
1999, Kuroda-Kawaguchi et al. 2001, Pryor et al. 1997,  Reijo et al. 1996). Αναλυτικότερα, 
ελλείψεις σε κάθε περιοχή έχουν και διαφορετικό φαινότυπο και πιο συγκεκριμένα στην AZFa 
περιοχή οδηγούν στην πλήρη απουσία γαμετικών κυττάρων στα σπερματικά σωληνάρια, στην 
AFZb περιοχή σε αναστολή της ωρίμανσης στο στάδιο του σπερματοκυττάρου. Αντίθετα, 
ελλείμματα στην AZFc περιοχή ήταν συμβατά με την παραγωγή σπερματοζωαρίων αλλά 
επηρέαζαν το αριθμό (ολιγοζωοσπερμία) κι έτσι μπορούσαν να μεταβιβαστούν στους 
απογόνους. Ο σχετικά καλύτερος φαινότυπος (ολιγο- αντι για αζωοσπερμία) που παρατηρείται 
για ελλείμματα της τρίτης περιοχής πιθανώς οφείλεται στη «διάσωση» από σωματικά ομόλογα 
των εκάστοτε γονιδίων που χάνονται (Navarro-Costa et al., 2010).   
 
Εικόνα 7. Σχηματική απεικόνιση της γονιδιακής αρχιτεκτονικής των περιοχών AZFa,b & 
c του χρωμοσώματος Υ. 
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Πίνακας 3. Χαρακτηρισμός των μικροελλειμμάτων του Υ χρωμοσώματος 
 






AZFa USP9Y, DBY, UTY, TB4Y 1–3 Mb 4,90% 
Sertoli only cells syndrome, 
μερική ή πλήρης απουσία 
γαμετικών κυττάρων 
AZFb 
HSFY, eIF-1Y, CDY SMCY, 
BPY2, DAZ, RBMY, PRY 
6.–7.7 Mb 16,00% 
Αδυναμία ωρίμανσης των 
γαμετικών κυττάρων, 
αζωοσπερμία 
AZFc DAZ, CDY1, BPY2, PRY, TTY2 3.5 Mb 60,00% 




1.15.4 ΓΟΝΙΔΙΑΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ 
 
Ελλείμματα, πολυμορφισμοί και μεταλλάξεις που έχουν ταυτοποιηθεί σε αυτοσωμικά 
και φυλετικά γονίδια, μελετώνται για την ενδεχόμενη συμβολή τους στην εκδήλωση της 
υπογονιμότητας στον άνδρα. Συγκεκριμένα, σημειακές μεταλλάξεις στο γονίδιο  CFTR (Cystic 
fibrosis transmembrane conductance regulator), το οποίο ανιχνεύεται στο χρωμόσωμα 7, έχουν 
εντοπισθεί στο 60-90% των ασθενών με συγγενή απουσία σπερματικών πόρων (Radpour et al. 
2007). Συγχρόνως, πιθανή είναι η συμβολή του γονιδίου SHBG (sex hormone-binding globulin), 
το οποίο εδράζεται στο χρωμόσωμα 17 και κατά κύριο λόγο σχετίζεται με τη ρύθμιση των 
επιπέδων των ανδρογόνων στους όρχεις. Τα ανδρογόνα διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη 
σπερματογένεση και τη φυλογένεση, ενώ μια ενδεχόμενη διατάραξη των επιπέδων  τους 
μπορεί να επηρεάσει τη γονιμότητα (Lazaros et al. 2008). Ένα ακόμη υποψήφιο γονίδιο είναι το 
FSHR (FSH receptor). Το γονίδιο αυτό, κωδικοποιεί για τον υποδοχέα της ωοθηλακιοτρόπου 
ορμόνης (FSH), η οποία έχει σημαντικό ρόλο στη φυσιολογική λειτουργία των γονάδων. 
Ελλείμματα στην αλληλουχία του γονιδίου αυτού έχουν σχετιστεί με ελαττωματική 
σπερματογένεση (Tapanainen et al. 1997).  Τέλος, το γονίδιο USP26 εντοπίζεται στο μακρύ 
βραχίονα του Χ χρωμοσώματος και εκφράζεται στους όρχεις στα πρώιμα στάδια της  
σπερματογένεσης (Stouffs et al. 2005). Σύμφωνα με έρευνες, πολυμορφισμοί του γονιδίου 
σχετίζονται με μειωμένη γονιμότητα. Οι παραπάνω αναφορές αποτελούν  μόνο ένα μικρό 
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μέρος από το σύνολο των γονιδίων τα οποία θεωρούνται υποψήφια για την ανδρική 
υπογονιμότητα. 
 
1.15.5 ΣΥΓΓΕΝΕΙΣ ΚΑΙ ΕΠΙΚΤΗΤΕΣ ΑΝΩΜΑΛΙΕΣ 
 
Οι συγγενείς και επίκτητες ανωμαλίες οι οποίες οδηγούν στην εκδήλωση της ανδρικής 
υπογονιμότητας συγκεντρώνονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 6) (WHO, 2000). 
 
Πίνακας 4. Συγγενείς και επίκτητες ανωμαλίες που σχετίζονται με την ανδρική υπογονιμότητα. 




Απουσία σπερματικού πόρου 
Απλασία των γαμετικών κυττάρων 
(Sertoli cell only syndrome) 
Αδυναμία ωρίμανσης 
σπερματογονίων 
Επίκτητες ανωμαλίες Τραύμα 
  
Συστροφή όρχεως 
Καρκίνος των όρχεων 
Συστεμικές διαταραχές (κίρρωση του 
ήπατος) 
Κιρσοκήλη 
Εξωγενείς παράγοντες (φαρμακευτική 
αγωγή, κυτταροτοξικοί παράγοντες, 
ακτινοβολία) 
 
1.15.6 ΜΟΛΥΝΣΕΙΣ ΟΥΡΟΓΕΝΕΤΙΚΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ 
 
Οι λοιμώξεις της ανδρικής ουρογεννητικής οδού μπορούν να προκαλέσουν μείωση της 
γονιμότητας αν και είναι δυνητικά ιάσιμες (Weidner et al. 1999, Purvis et al. 1993). Κατά κύριο 
λόγο πρόκειται για λοιμώξεις των επικουρικών γεννητικών αδένων όπως είναι η προστατίτιδα, 
η ουρηθρίτιδα, η επιδιδυμίτιδα και η ορχίτιδα (WHO 2000). Υπάρχουν ενδείξεις ότι τα 
βακτήρια, Ureoplasma urelyticum, Chlamydia trachomatis και Neisseria gonorrhoea  μπορούν 
να προκαλέσουν μολύνσεις αυτού του είδους (Schiefer, 1998).  
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1.15.7 ΕΝΔΟΚΡΙΝΟΛΟΓΙΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ 
 
 Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα ορμονικής διαταραχής που μπορεί να οδηγήσει σε 
υπογονιμότητα είναι ο υπογοναδοτροφικός υπογοναδισμός. Στην περίπτωση αυτή, ο 
υπογοναδισμός οφείλεται σε έλλειψη γοναδοτροπινών, χωρίς να εντοπίζεται φαν ερή 
ανατομική βλάβη στην περιοχή της υπόφυσης. Τα επίπεδα γοναδοτροπινών είναι συνήθως 
ελαττωμένα όπως και η έκκριση της απελευθερωτικής ορμόνης των γοναδοτρόπων ορμονών 
(GnRH). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αδυναμία ανάπτυξης γονάδων, την ελαττωμένη 
παραγωγή ανδρογόνων και την ελαττωματική σπερματογένεση (Seminara et al. 2000). Ακόμα, ο 
υπογοναδοτροφικός υπογοναδισμός μπορεί να είναι αποτέλεσμα συγγενών ανωμαλιών όπως 
το σύνδρομο Kallmann (Fechner et al. 2008), επίκτητων ανωμαλιών όπως οι επίκτητες 
υποθαλαμικές/υπόφυσης ασθένειες (υπερπρολακτιναιμία) και εξωγενών παραγόντων όπως η 
χρήση φαρμάκων (αναβολικά στεροειδή) (Wiser et al. 2012). 
 
1.15.8 ΥΠΕΡΘΕΡΜΙΑ ΟΣΧΕΟΥ 
 
Γενικά θεωρείται ότι, μια θερμοκρασία μεταξύ 33-36°C είναι ιδανική για την ωρίμανση 
των σπερματοζωαρίων και την παραγωγή φυσιολογικού σπέρματος (Hjollund et al. 2002). 
Αντίθετα, η υπερβολική αύξηση της θερμοκρασίας  μπορεί να οδηγήσει  σε οξειδωτικό στρες το 
οποίο προκαλεί βλάβες στο γενετικό υλικό των γαμετικών κυττάρων και έχει ως αποτέλεσμα τη 
μειωμένη παραγωγή σπέρματος (Ivell, 2007). Το εργασιακό περιβάλλον και ο τρόπος ζωής είναι  
δύο ακόμα παράγοντες που μπορούν να συμβάλλουν στην αύξηση της θερμοκρασίας του 
όσχεου (Jung et al. 2007). Επίσης η κρυψορχία και η κιρσοκήλη αποτελούν χαρακτηριστικές 
περιπτώσεις υπογονιμότητας που συνδέονται με την περίπτωση της υπερθερμίας (Zorgniotti et 
al. 1973, Mieusset et al. 1995).  
 
1.15.9 ΑΝΟΣΟΒΙΟΛΟΓΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ 
 
 Ο αιματο-ορχικός φραγμός εμποδίζει τις πρωτεΐνες του σπέρματος να 
αλληλεπιδράσουν με το ανοσοποιητικό σύστημα και έτσι αποτρέπεται η ανάπτυξη 
ανοσολογικής απόκρισης κατά αυτών. Ένας τραυματισμός, μια μόλυνση ή μια φλεγμονή 
μπορούν να προκαλέσουν ρήξη του προστατευτικού  φραγμού, οδηγώντας στην δημιουργία 
αντισωμάτων έναντι των σπερματοζωαρίων (Wiser et al 2012). Τα αντισώματα αυτά 
παρουσιάζουν ετερογένεια και μπορεί να αναγνωρίζουν πρωτεΐνες της κεφαλής των 
σπερματοζωαρίων, επηρεάζοντας  έτσι την ικανότητα σύνδεσής τους με το ωάριο ή πρωτεΐνες 
στην  ουρά του σπερματοζωαρίου, με αποτέλεσμα να προκαλούν μειωμένη κινητικότητα 
(Walsh et al. 2009). 
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1.16 ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΗΣ ΑΝΔΡΙΚΗΣ ΥΠΟΓΟΝΙΜΟΤΗΤΑΣ 
 
1.16.1 ΕΞΩΣΩΜΑΙΚΗ ΓΟΝΙΜΟΠΟΙΗΣΗ (IVF) 
 
Το πρώτο ‘’παιδί του σωλήνα’’, γεννήθηκε το 1978 γεγονός που αποτέλεσε ορόσημο 
στο πεδίο της υποβοηθούμενης αναπαραγωγής.  Η μέθοδος της εξωσωματικής γονιμοποίησης 
εφαρμόσθηκε για πρώτη φορά από τους Steptoe και Edwards και ακολουθείται όταν το σπέρμα 
δεν παρουσιάζει σοβαρά προβλήματα. Πριν την εφαρμογή της IVF προκαλείται διέγερση των 
ωοθηκών με ορμονική θεραπεία με σκοπό την παραγωγή περισσοτέρων του ενός ωαρίων. 
Όταν η διαδικασία παρακολούθησης της ωρίμανσης των ωαρίων δείξει ότι τα ωάρια έχουν 
ωριμάσει παραλαμβάνονται από τις ωοθήκες και μεταφέρονται σε ειδικό καλλιεργητικό μέσο. 
Το σπέρμα υφίσταται επεξεργασία και συλλέγονται τα καλύτερα σπερματοζωάρια, τα οποία 
τοποθετούνται μαζί με τα ωάρια για να επιτευχθεί γονιμοποίηση των ωαρίων  in vitro (Edwards 
and Broody, 1995). Ωστόσο, η μέθοδος αυτή δεν ενδείκνυται σε περιπτώσεις όπου τα 
σπερματοζωάρια παρουσιάζουν μικρό αριθμό και κινητικότητα. 
 
1.16.2 ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ΕΓΧΥΣΗ ΣΠΕΡΜΑΤΟΖΩΑΡΙΩΝ (ICSI) 
 
Η εισαγωγή της ενδοκυτταροπλασματικής έγχυσης σπερματοζωαρίων (ICSI) από τους 
Palermo et al, το 1992 αποτέλεσε καθοριστικό βήμα για τη θεραπευτική αντιμετώπιση μεγάλου 
αριθμού υπογόνιμων ζευγαριών με σοβαρό ανδρικό παράγοντα υπογονιμότητας. Η 
θεραπευτική αυτή προσέγγιση ενδείκνυται στην περίπτωση ατόμων που πάσχουν από 
ολιγοζοασθενοτερατοσπερμία και εφαρμόζεται όταν η μέθοδος της εξωσωματικής 
γονιμοποίησης δεν είναι αποτελεσματική. Κατά την ΙCSI, ένα και μόνο υγιές σπερματοζωάριο 
εισάγεται μέσα στο ώριμο ωάριο  μέσω της διαδικασίας της μικροέγχυσης επιτυγχάνοντ ας τη 




Εικόνα 8. Ενδοκυτταροπλασματική έγχυση σπέρματος (ICSI). Με τη βοήθεια ειδικού μικροσκοπίου και 
εδικών διατάξεων γίνεται έγχυση ενός επιλεγμένου σπερματοζωαρίου μέσα στο ωάριο  
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Κατά τις τελευταίες δεκαετίες έχει αυξηθεί σημαντικά το ενδιαφέρον για την 
αποτελεσματική και έγκαιρη πρόληψη, διάγνωση και θεραπεία της ανδρικής υπογονιμότητας. 
Για το λόγο αυτό ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η μελέτη της συμβολής του ανδρικού 
παράγοντα και πιο συγκεκριμένα η διερεύνηση των ελλειμάτων του χρωμοσώματος Υ.  
Δεδομένου ότι τα γονίδια των περιοχών AZF του χρωμοσώματος Υ σχετίζονται με 
διαδικασίες αύξησης, πολλαπλασιασμού και ανάπτυξης όπως η σπερματογένεση, θεωρείται 
πιθανό οι βλάβες και τα ελλείμματα στις περιοχές αυτές να σχετίζονται με την υπογονιμότητα.  
Συγχρόνως, έχει γίνει γνωστό από έρευνες ελλειμμάτων στην AZFc περιοχή, ότι τα ελλείμματα 
σε αυτή την περιοχή ήταν συμβατά με την παραγωγή σπερματοζωαρίων (αν και σε μειωμένο 
αριθμό) κι έτσι μπορούσαν να μεταβιβαστούν στους απογόνους. Συνεπώς, φαίνεται ότι είναι 
πολύ σημαντικός ο έλεγχος των μικροελλειμμάτων πριν εφαρμοσθεί ICSI καθώς τα ελλείμματα 
αυτά μπορούν να μεταβιβαστούν στον αρσενικό απόγονο. 
 Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η διερεύνηση ορισμένων ελλειμμάτων του Y 
χρωμοσώματος όσον αφορά την επίδρασή τους στην ποιότητα και γονιμοποιητική ικανότητα 
του σπέρματος. Η πλήρης και ολοκληρωμένη γνώση σχετικά με τους παράγοντες που μπορεί να 
οδηγήσουν σε προβλήματα γονιμότητας, δύναται να οδηγήσουν στη στοχευμένη διερεύνηση, 
διάγνωση και αποτελεσματική αντιμετώπιση των διαταραχών με στόχο να αυξηθεί η 
πιθανότητα της αναπαραγωγικής επιτυχίας.  Στη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν δείγματα αίματος 
και σπέρματος τόσο υπογόνιμων όσο και γόνιμων ανδρών με προβλήματα τεκνοποίησης, οι 
οποίοι είχαν καταφύγει στη λύση της εξωσωματικής γονιμοποίησης.  
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2.1 ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 
 
Στη συγκεκριμένη διπλωματική εργασία χρησιμοποιήθηκε γενετικό υλικό που 
απομονώθηκε από βιολογικό δείγμα σπέρματος τόσο από υπογόνιμους, όσο και από 
φυσιολογικούς, γονιμους άνδρες. Τα δείγματα συλλέχθηκαν στο κέντρο εξωσωματικής 
γονιμοποίησης ‘’EMBRYOLAB’’. Μέχρι τώρα έχουν παραλειφθεί και αναλυθεί συνολικά 33 
δείγματα με 18 φυσιολογικούς και 15 με διάφορους μη φυσιολογικούς φαινοτύπους 
σπέρματος. Τα δείγματα σπέρματος μετά τη συλλογή τους αναλύθηκαν και κατατάχθηκαν 
σύμφωνα με τα κριτήρια του WHO (Πίνακας 1). Συγχρόνως, παρέχονται πληροφορίες σχετικές 
με τον τρόπο της θεραπείας που έχει ακολουθηθεί μέχρι τώρα καθώς και των επιπέδων της β-
χοριακής γοναδοτροπίνης (Β-HCG), τα οποία μπορεί να είναι ενδεικτικά μιας πιθανής κύησης. 
Αξίζει να αναφερθεί ότι, σύμφωνα με τον κώδικα δεοντολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, 
η έρευνα στο ανθρώπινο βιολογικό υλικό δεσμεύεται από τις αρχές της συναίνεσης ύστερα από 
πληροφόρηση του δότη, και της προστασίας των ευαίσθητων προσωπικών δεδομένων που 




Πίνακας 5.  Κατηγοριοποίηση των δειγμάτων σπέρματος βάσει των κριτηρίων του WHO 
Δείγμα Ηλικία Αριθμός Κινητικότητα Μορφολογία Θεραπεία B-HCG 
1 39 Ολιγοζωοσπερμία Ασθενοζωοσπερμία Τερατοζωοσπερμία IVF Αρνητική 
2 43 Φυσιολογικός Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Αρνητική 
3 42 Ολιγοσπερμία Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
4 40 Ολιγοσπερμία Φυσιολογική Φυσιολογικός IVF Θετική 
5 37 Ολιγοσπερμία Φυσιολογική Φυσιολογικός IVF Θετική 
6 45 Φυσιολογικός Φυσιολογική Φυσιολογική   
7 44 Ολιγοζωοσπερμία Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
8 40 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
9 36 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
10 42 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Αρνητική 
11 36 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
12 35 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
13 30 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
14 31 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
15 43 Ολιγοζωοσπερμία Ασθενοζωοσπερμία Τερατοζωοσπερμία IVF Αρνητική 
16 37 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF  
17 46 Φυσιολογική Φυσιολογική Τερατοσπερμία IVF Αρνητική 
18 40 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Αρνητική 
19 36 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF  
20 38 Ολιγοζωοσπερμία Ασθενοζωοσπερμία Τερατοζωοσπερμία IVF Θετική 
21 39 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
22 47 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF  
23 39 Ολιγοζωοσπερμια Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
24 35 Ολιγοζωοσπερμία Ασθενοζωοσπερμία Τερατοζωοσπερμία IVF Αρνητική 
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25 37 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Θετική 
26 38 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Αρνητική 
27 37 Φυσιολογική Φυσιολογική Φυσιολογική IVF Αρνητική 
28 41 Ολιγοζωοσπερμία Ασθενοζωοσπερμία Τερατοζωοσπερμία IVF Θετική 
29 31 Ολιγοζωοσπερμία Φυσιολογική Τερατοζωοσπερμία IVF Θετική 
30 41 Ολιγοζωοσπερμία Ασθενοζωοσπερμία Τερατοζωοσπερμία IVF  
31 35 Φυσιολογική Ασθενοζωοσπερμία Φυσιολογική IVF Θετική 
32 37 Ολιγοζωοσπερμία Φυσιολογική Τερατοζωοσπερμία IVF Αρνητική 




2.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΟΥ DNA 




 Αιθανόλη 70% 
 Lysis Buffer: 10Mm Tris-HCl pH 8.0, 100Mm NaCl, 10Mm EDTA, 0,5% SDS 
 Triton-X100 (0,5%) 
 DTT 0,1M 





Για την πραγματοποίηση της απομόνωσης του DNA  χρησιμοποιήθηκε το πρωτόκολλο 
‘’Preparation of Genomic DNA from Mammalian Sperm’’ (Weyrich, 2012). Σκοπός της 
διαδικασίας είναι η απομόνωση γενετικού υλικού από σπέρμα. Το ανθρώπινο σπέρμα 
αποτελείται από σπερματικό υγρό και σπερματοζωάρια. Το σπερματικό υγρό περιλαμβάνει 
πρωτεϊνικά και μη πρωτεϊνικά συστατικά όπως είναι η φρουκτόζη, τα οποία μπορούν να 
μειώσουν την ποιότητα και την καθαρότητα του DNA. Για το λόγο αυτό συνίσταται η χρήση 
αιθανόλης για απομάκρυνση του σπερματικού υγρού. Από την άλλη πλευρά, τα 
σπερματοζωάρια περιβάλλονται από μια λιπιδική μεμβράνη πλούσια σε δισουλφιδικούς 
δεσμούς. Η δομή της μεμβράνης εμποδίζει τη λύση των κυττάρων και δυσχεραίνει την 
απομόνωση του γενετικού υλικού. Για να γίνει παράκαμψη του εμποδίου αυτού 
χρησιμοποιείται ένας ισχυρός αντιοξειδωτικός παράγοντας, το DDT. Επιπλέον, η σύσταση του 
διαλύματος ομογενοποίησης (Lysis Buffer) επιτρέπει την ρήξη των κυτταρικών /πυρηνικών 
μεμβρανών και την απελευθέρωση του  DNA. Ακόμα, το διάλυμα ομογενοποίησης (Lysis Buffer) 
περιέχει EDTA έναν χηλικό υποκαταστάτη, που έχει την ικανότητα να δεσμεύει μεταλλικά 
ιόντα. Τα μεταλλικά ιόντα αποτελούν συμπαράγοντα για τη δράση των 
δεσοξυριβονουκλεασών, οπότε η δέσμευσή τους προστατεύει το DNA από την αποικοδόμηση. 
Επίσης, η παρουσία του ρυθμιστικού διαλύματος, Tris, διατηρεί το pH σε ουδέτερη περιοχή. 
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Τέλος, το SDS χρησιμοποιείται ως ανιονικό απορρυπαντικό για τη διάσπαση των κυτταρικών 
τοιχωμάτων και την αποδιάταξη των πρωτεϊνών. Αντίστοιχη δράση παρουσιάζει και η 
πρωτεϊνάση K, η οποία προκαλεί την αποικοδόμηση των πρωτεϊνών. Όμως, η πλήρης 
απομάκρυνση των πρωτεϊνών και των κυτταρικών υπολειμμάτων πραγματοποιείται μέσω 
εκχύλισης με  φαινόλη / χλωροφόρμιο, ενώ το DNA ανακτάται μετά από κατακρήμνιση με 
αιθανόλη. 
 
1. Πλύση 100 μl σπέρματος με προσθήκη 500 μl αιθανόλης (70%) 
2. Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 13.000 rpm σε θερμοκρασία δωματίου. Το υπερκείμενο 
απομακρύνεται. 
3. Τα στάδια (1),(2) επαναλαμβάνονται και συλλέγεται το ίζημα. 
4. Προσθήκη 500 μl διαλύματος ομογενοποίησης, Lysis Buffer. 
5. Προσθήκη 2,5 μl Triton-X100 (0,5%), 200 μl DTT (0,1M) και 40 μl πρωτεϊνάσης Κ 
(10mg/ml). 
6. Ανάδευση του μίγματος και επώαση για 2-3 ώρες στους 50οC (υπό ανάδευση). 
7. Φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 13.000 rpm. Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο 
σωλήνα τύπου eppendorf. 
 
2.2.2 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από αίμα 
Η απομόνωση του γονιδιωματικού DNA από δείγματα αίματος πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 
κατάλληλου kit (PureLink Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen).  
 
2.3 ΧΕΙΡΙΣΜΟΙ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 




Η εκχύλιση των νουκλεϊκών οξέων με φαινόλη /χλωροφόρμιο πραγματοποιείται για την 
απομάκρυνση των λιπιδίων και των πρωτεϊνών ώστε το DNA να είναι υψηλής καθαρότητας. 
Συγκεκριμένα, χρησιμοποιείται φαινόλη για τον διαχωρισμό του DNA από τα λιπίδια και τις 
πρωτεΐνες με τη δημιουργία δυο διακριτών φάσεων, της υδατικής φάσης που βρίσκονται τα 
νουκλεϊκά οξέα και της οργανικής φάσης που βρίσκονται τα λιπίδια και οι πρωτεΐνες. Η 
παρουσία του χλωροφορμίου έχει ως αποτέλεσμα τον καλύτερο διαχωρισμό των δύο φάσεων, 
προσδίδοντας μεγαλύτερη πυκνότητα στην οργανική φάση. 
  
1. Σε διάλυμα DNA όγκου  V προστίθεται ίσος όγκος διαλύματος φαινόλης 
/χλωροφορμίου και ακολουθεί ανάδευση μέχρι να σχηματιστεί ένα ομοιογενές 
γαλάκτωμα.  
2. Στη συνέχεια πραγματοποιείται φυγοκέντρηση σε 13,000 rpm για 10 λεπτά στους 4οC 
ώστε να γίνει διαχωρισμός της οργανικής από την υδατική φάση.  
3. Η υδατική φάση, στην οποία βρίσκονται τα νουκλεϊκά οξέα, μεταφέρεται σε νέο 
σωληνάκι και προστίθεται ίσος όγκος διαλύματος χλωροφορμίου (1 ml), αφού 
προηγηθεί ανάδευση, φυγοκεντρείται σε 13,000 rpm για 5 λεπτά στους 4οC. 
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4. Στη συνέχεια η υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf. 
5. Έπειτα, το DNA επανακτάται με κατακρήμνιση με αιθανόλη. 
 











Η κατακρήμνιση με αιθανόλη χρησιμοποιείται για τη συμπύκνωση, αφαλάτωση και 
επανάκτηση των νουκλεϊκών οξέων και πραγματοποιείται παρουσία συγκεκριμένων 
συγκεντρώσεων μονοσθενών κατιόντων. Η αιθανόλη αφαιρεί το ενυδατωμένο περίβλημα των 
νουκλεϊκών οξέων και εκθέτει τις αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές ομάδες στα μονοσθενή 
κατιόντα όπως τα Νa+, τα οποία συνδέονται με αυτές. Με αυτό τον τρόπο μειώνονται οι 
απωθητικές δυνάμεις μεταξύ των πολυνουκλεοτιδικών αλυσίδων σε τέτοιο βαθμό ώστε να 
σχηματίζεται ίζημα. Η κατακρήμνιση μπορεί να επιτευχθεί μόνο παρουσία επαρκούς 
ποσότητας κατιόντων ώστε να εξουδετερωθεί το αρνητικό φορτίο των φωσφορικών ομάδων. 
 
1. Σε διάλυμα DNA όγκου V προστίθεται διάλυμα οξικού νατρίου (CH3COONa), όγκου V/10, 
συγκέντρωσης 3Μ και αιθανόλη όγκου 2V. 
2. Το μείγμα ύστερα από σχετικά ήπια ανάδευση τοποθετείται -80oC  για 1-2 ώρες και 
έπειτα φυγοκεντρείται στις 13,000 rpm για 20 λεπτά στους 4oC. 
3. Στη συνέχεια απομακρύνεται προσεκτικά το υπερκείμενο υγρό και προστίθενται 500μ l  
αιθανόλης 75% 
4. Ακολουθεί φυγοκέντρηση  στις 13,000 στροφές για 5 λεπτά και απομάκρυνση του 
υπερκειμένου. 





2.4 ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ DNA 
 
2.4.1 Με χρήση φασματοφωτόμετρου 
Η ποσοτικοποίηση των νουκλεϊκών οξέων μέσω φωτομέτρησης βασίζεται στο γεγονός ότι το 
DNA και το RNA απορροφούν εκλεκτικά στα 260nm του φάσματος της υπεριώδους 
ακτινοβολίας (UV). H τιμή της οπτικής απορρόφησης 1 (OD260 = 1) αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 
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50 μg/ml δίκλωνου DNA, 40 μg/ml μονόκλωνου DNA ή και ~20μg/ml για μονόκλωνα 
ολιγονουκλεοτίδια. Ο λόγος των τιμών OD στα 260nm και 280nm παρέχει μια εκτίμηση της 
καθαρότητας του DNA, δηλαδή κατά πόσο αυτό είναι απαλλαγμένο από πρωτεΐνες. Για καθαρά 
διαλύματα DNA και RNA ο λόγος ΟD 260/OD 280 κυμαίνεται μεταξύ 1.8-2.0. 
 
2.4.2 Με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
Ο ποσοτικός προσδιορισμός του DNA μέσω ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης 
ενδείκνυται σε περιπτώσεις χαμηλής συγκέντρωσης ή καθαρότητας των προς εξέταση 
δειγμάτων. Η ποσοτικοποίηση βασίζεται στην ιδιότητα του δίκλωνου DNA να συνδέεται με την 
ένωση βρωμιούχο αιθίδιο, με τα μόρια της οποίας φωσφορίζουν κάτω από το υπεριώδες φως. 
Η σύνδεση αυτή και η ένταση φθορισμού είναι ανάλογη της ποσότητας DNA. Η εκτίμηση της 
συγκέντρωσης γίνεται συγκρίνοντας το φθορισμό που εκπέμπεται από το προς ανάλυση DNA 
με το φθορισμό γνωστής συγκέντρωσης και μήκους DNA (μάρτυρας-ladder). Η διακριτική 
δυνατότητα του πηκτώματος αγαρόζης 1% είναι περίπου 10 ng DNA.  
 
2.5 ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ PCR 
 
Αρχή της μεθόδου 
Η τεχνική της PCR ή Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης εφαρμόστηκε για πρώτη από την 
ομάδα των ερευνητών Mullis, Faloona και Saiki της εταιρείας Cetus και αποτελεί αναμφίβολα 
επανάσταση στην βιοϊατρική έρευνα με ευρύτατο φάσμα εφαρμογών. Το 1993 απονεμήθει 
στον Δρ Κ.Mullis το βραβείο Νόμπελ Χημείας για την καθοριστική του συμβολή στην 
ανακάλυψη και ανάπτυξη της τεχνικής PCR. 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης  PCR  αποτελεί μια γρήγορη και εύκολη διαδικασία που 
επιτρέπει τον ενζυμικό πολλαπλασιασμό in vitro επιλεγμένων αλληλουχιών DNA. Η μέθοδος 
βασίζεται σε συνεχείς κύκλους πολυμερισμού της επιλεγμένης αλληλουχίας με τη βοήθεια μίας 
DNA πολυμεράσης και δύο ειδικών μονόκλωνων ολιγονουκλεοτιδίων. 
 
 
Στάδια της αντίδρασης 
 
Κάθε κύκλος πολυμερισμού αποτελείται από τα εξής βήματα:  
 
1. Την αποδιάταξη του DNA που πραγματοποιείται συνήθως σε θερμοκρασία 94oC για 30 
δευτερόλεπτα. 
2. Την υβριδοποίηση των αλυσίδων του DNA με τους αντίστοιχους συμπληρωματικούς 
εκκινητές. Η θερμοκρασία και ο χρόνος που χρειάζεται για να γίνει η υβριδοποίηση των 
εκκινητών εξαρτάται από τη συγκέντρωση τους στην αντίδραση, το μήκος και την 
αλληλουχία των βάσεών τους. Η θερμοκρασία της αντίδραση για την υβριδοποίηση 
(Ta) ρυθμίζεται περίπου 5οC χαμηλότερα από το σημείο τήξης (Τm). 
3. Την επιμήκυνση από κάθε εκκινητή μιας συμπληρωματικής αλυσίδας. Ο χρόνος για την 
επιμήκυνση εξαρτάται από το μήκος κι τη συγκέντρωση της αλληλουχίας του στόχου 
και από τη θερμοκρασία της αντίδρασης. Συνήθως, η επιμήκυνση πραγματοποιείται σε 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:41:26 EET - 137.108.70.7
39 
 




Συστατικά της αντίδρασης 
 
Μια αντίδραση PCR πρέπει να περιέχει τα εξής συστατικά: 
 
1. Τον στόχο (μήτρα) DNA, η ποσότητα του οποίου εξαρτάται από τον αριθμό των 
αντιγράφων του. Στις βέλτιστες συνθήκες, η τεχνική PCR μπορεί θεωρητικά να 
ενισχύσει την αλληλουχία στόχο από ένα μόνο αντίγραφο DNA. Ωστόσο για την κάθε 
αντίδραση απαιτείται συγκεκριμένης ποσότητας και ποιότητας DNA. 
2. Την Taq DNA πολυμεράση, η οποία έχει απομονωθεί από το θερμοανθεκτικό βακτήριο 
Thermus aquaticus (Saiki et al. 1988) και επιτρέπει τη χρήση υψηλών θερμοκρασιών 
στα βήματα υβριδισμού και επιμήκυνσης.  
3. Ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) της Taq πολυμεράσης, ώστε να διατηρούνται 
σταθερά το pH και η ιονική ισχύς του περιβάλλοντος της αντίδρασης, τα οποία  
παρέχονται από την παρουσία Tris-HCl και NaCl ή KCl, αντίστοιχα. 
4. Κατάλληλη συγκέντρωση διαλύματος MgCl2. Η παρουσία των ιόντων Mg+2 είναι 
απαραίτητη για τη δράση της πολυμεράσης. Τα ιόντα σχηματίζουν διαλυτά σύμπλοκα 
με τα dNTPs ώστε να δημιουργήσουν το πραγματικό υπόστρωμα που αναγνωρίζει η  
πολυμεράση. 
5. Κατάλληλο διάλυμα ελεύθερων 5’ τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs: 
dATP, dTTP, dCTP, dGTP) σε συγκέντρωση 0,2mM το καθένα, ώστε να περιοριστεί η 
πιθανότητα εισαγωγής λανθασμένου νουκλεοτιδίου. 
6. Ένα ζεύγος συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων, τα οποία αποκαλούνται εκκινητές και 
καθορίζουν τα όρια του τμήματος DNA που θα ενισχυθεί. Τα ολιγονουκλεοτίδια πρέπει 
να είναι αντιπαράλληλου προσανατολισμού και καθένα συμπληρωματικό προς τη μία 
αλυσίδα του υπό μελέτη DNA. 
 
 
2.6 ΧΡΗΣΕΙΣ ΔΕΙΚΤΩΝ STS (MARKERS) 
 
Τα STS (Sequence-Tagged Sites) είναι αλληλουχίες σχετικά μικρού μήκους (200-500 bp) 
που  μπορούν να ενισχυθούν με τη μέθοδο της  PCR. Η ακολουθία ενός STS μπορεί να περιέχει 
ακολουθίες που εντοπίζονται και σε άλλες περιοχές του γονιδιώματος, για το λόγο αυτό 
χρησιμοποιούνται σε ζεύγη  για να αυξηθεί η αξιοπιστία και επιτρέπεται η ανίχνευση μιας 
περιοχής ενδιαφέροντος. 
Λόγω της συνήθως μικρής έκτασης τους, τα ελλείμματα δεν δύναται να προσδιοριστούν 
κυτταρογενετικά, αντιθέτως γίνεται χρήση συνδυασμού STS για τον εντοπισμό ελλειμμάτων. 
Γενικά έχουν ελεγχθεί πάνω από 131 STS, ωστόσο στην παρούσα μελέτη έγινε έλεγχος μόνο σε 
7. Από αυτά τα 6 ήταν χωρισμένα σε 3 ζεύγη που εντοπίζονταν στα όρια των τριών AZF 
περιοχών, ενώ το έβδομο STS αφορούσε το γονίδιο SRY χρησιμεύοντας σαν ένα εσωτερικό 
control. Τα τρία διαφορετικά ζεύγη συνδέονται με τις τρείς διαφορετικές περιοχές AZF: a (sY_84 
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και sY_86), b (sY_127 και sY_134) και c (sY_254 και sY_255) και αναλύθηκαν με στόχο την 
εξασφάλιση μεγαλύτερης αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. Κάθε STS αντιπροσωπεύει μία μη 
πολυμορφική περιοχή και πιθανή απουσία ενίσχυσής του έπειτα από αντίδραση PCR 
υποδηλώνει την απουσία της αντίστοιχης περιοχής ενδιαφέροντος AZF στο χρωμόσωμα Υ. Η 
ύπαρξη ή μη του εκάστοτε STS αναλύθηκε με τη χρήση της μεθόδου PCR και τα αποτελέσματα 
οπτικοποιήθηκαν με τη βοήθεια ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης.  
 
Για τις αντιδράσεις PCR χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές που παρουσιάζονται στον 
παρακάτω πίνακα. 
 
Πίνακας 6. Οι εκκινητές που αναγράφονται στον παραπάνω πίνακα χρησιμοποιούνται για την 






















Το πρωτόκολλο που εφαρμόστηκε για τις αντιδράσεις PCR παρουσιάζεται στον παρακάτω 
πίνακα. 
 
  Πίνακας 7. Πρωτόκολλο αντίδρασης PCR 
 




DNA* 0,5 μL DNA  από σπέρμα     
Buffer 5 μL 10Χ (Mg2+ 15mM) 1Χ (Mg2+ 1.5mM) 





































SY14_R GCTGGGCTCCACTTGAG 59,9 55 
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dNTPs 1 μL 40 mM 0.8 mM 
Eκκινητής 
Fw 
1 μL 50 pmol/μL 1 pmol/μL 
Εκκινητής 
Rv 
1 μL 50 pmol/μL 1 pmol/μL 
ΚΑPA Taq 0.2 μL 5 U/μL 0.02 U/μL 
ddH2O Έως τα 50 μL - - 
 
                
 Το πρωτόκολλο αυτό χρειάστηκε να τροποποιηθεί όσον αφορά την ποσότητα του DNA 
που χρησιμοποιήθηκε  προκειμένου να παραχθεί το επιθυμητό προϊόν.  
Το πρόγραμμα της PCR που ακολουθήθηκε , με τις θερμοκρασίες και τα αντίστοιχα χρονικά 
διαστήματα παρουσιάζονται παρακάτω. Αξίζει να αναφερθεί ότι σε κάποιες περιπτώσεις 
χρειάστηκε να τροποποιήσουμε τη θερμοκρασία υβριδοποίησης στους 53 οC ώστε να παραχθεί 
το επιθυμητό προϊόν.  
 












2.7 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 
 
Η Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης είναι μια μέθοδος που χρησιμοποιείται για τον 
διαχωρισμό, την αναγνώριση και τον καθορισμό κομματιών DNA. Βασίζεται στην αρχή της 
μετανάστευσης φορτισμένων μορίων κάτω από την επίδραση ενός εξωτερικού εφαρμοζόμενου 
ηλεκτρικού πεδίου. Η ηλεκτροστατική δύναμη  που αναπτύσσεται κατευθύνει τα αρνητικά 
φορτισμένα μόρια του DNA προς την άνοδο. Η ηλεκτροφορητική  κινητικότητα του DNA στα 
πηκτώματα αγαρόζης εξαρτάται από τους εξής παράγοντες: 
 
 Το μέγεθος του DNA. Γραμμικά δίκλωνα DNA κινούνται σε ρυθμό αντιστρόφως 
ανάλογο του log του μοριακού βάρους. 
 Την συγκέντρωση της αγαρόζης. Η κινητικότητα ενός κομματιού DNA διαφέρει σε 
πήκτωμα διαφορετικής συγκέντρωσης αγαρόζης. Χρησιμοποιώντας πηκτώματα 






Denaturation 94°C, 40 sec 
Primer 
annealing 
54 °C, 40 sec 
Extension 72°C, 40 sec 
Final extension 72°C, 10 min 
  36 κύκλοι 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:41:26 EET - 137.108.70.7
42 
 
 Τη στερεοδιάταξη του DNA. Η κλειστή (υπερελικωμένη) κυκλική μορφή (μορφή Ι), η 
ανοιχτή κυκλική μορφή (μορφή ΙΙ) και το γραμμικό DNA (μορφή ΙΙΙ) του ιδίου μοριακού 
βάρους έχουν διαφορετική κινητικότητα σε πηκτώματα αγαρόζης. Οι σχετικές 
κινητικότητες των τριών μορφών εξαρτώνται κυρίως από τη συγκέντρωση αγαρόζης 
στο πήκτωμα, αλλά επηρεάζονται επίσης από την ένταση του ρεύματος, την ιονική ισχύ 
του ρυθμιστικού διαλύματος και τον βαθμό υπερελίκωσης της μορφής Ι του DNA. Κάτω 
από ορισμένες συνθήκες, η μορφή Ι κινείται γρηγορότερα  από την ΙΙΙ. Κάτω από άλλες 
συνθήκες συμβαίνει το αντίστροφο. 
 Την ένταση του ρεύματος. Σε χαμηλή τάση η κινητικότητα των γραμμικών κομματιών 
DNA είναι ανάλογη με τα volts που χρησιμοποιούνται. Σε υψηλότερη ένταση η 
κινητικότητα κομματιών DNA μεγάλου μοριακού βάρους αυξάνεται με διαφορετικό 
συντελεστή σε κάθε κομμάτι DNA. 
 Την παρουσία χρωστικών. Όταν αυξάνεται  η συγκέντρωση βρωμιούχου αιθιδίου, 
περισσότερη χρωστική δεσμεύεται στο DNA. Έτσι, αναιρούνται προοδευτικά οι 
αρνητικές στροφές υπερέλικας της μορφής Ι και η κινητικότητά της. Στο σημείο 
συγκέντρωσης ελεύθερου βρωμιούχου αιθιδίου, όταν δεν υπάρχουν πλέον στροφές 
υπερέλικας, η μορφή Ι αποκτά την ελάχιστη κινητικότητά της. Αν αυξηθεί ακόμα 
περισσότερο η συγκέντρωση βρωμιούχου αιθιδίου, δημιουργούνται θετικές στροφές 
υπερέλικας και η κινητικότητα της μορφής Ι αυξάνεται γρήγορα. Οι κινητικότητες των 
μορφών ΙΙ και ΙΙ μειώνονται με διαφορετικό βαθμό η καθεμία.  
 Τη σύσταση και την ιοντική ισχύς του διαλύματος ηλεκτροφόρησης. Απουσία ιόντων η 
ηλεκτρική αγωγιμότητα είναι ελάχιστη και το DNAμετακινείται με πολύ αργό ρυθμό ή 
καθόλου. Διαλύματα με υψηλό βαθμό ιοντισμού δημιουργούν υψηλή ηλεκτρική 
αγωγιμότητα που σαν αποτέλεσμα έχει την ανάπτυξη θερμότητας στη συσκευή. Στη 
χειρότερη περίπτωση, το πήκτωμα λειώνει και το DNA αποδιατάσσεται. 
Υλικά 
 
 Loading Buffer 
 TΑE 0,5X 
 Αγαρόζη 
 Βρωμιούχο αιθίδιο 
 Ladder    
 
       Μεθοδολογία 
 
1. Ζυγίζεται η επιθυμητή ποσότητα αγαρόζης η οποία αναμιγνύεται με συγκεκριμένο όγκο 
ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης συνήθως 0,5 x TΑE. Η αγαρόζη διαλύεται με 
τη βοήθεια βρασμού ώσπου το διάλυμα να γίνει τελείως διαυγές. 
2. Στη συνέχεια προστίθεται διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 0.1 
μg/ml. 
3. Πριν τη στερεοποίηση του πηκτώματος, το διάλυμα εισάγεται σε ένα γυάλινο καλούπι 
συγκεκριμένων διαστάσεων (μήτρα πολυμερισμού ηλεκτροφορητικής συσκευής). Οι 
θέσεις των δειγμάτων DNA (πηγαδάκια) σχηματίζονται με τη βοήθεια ειδικής μήτρας 
που τοποθετείται στη συσκευή (χτενάκια) πριν τον πολυμερισμό του πηκτώματος.  
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4. Στα δείγματα DNA που πρόκειται να αναλυθούν προστίθεται διάλυμα χρωστικής 
Loading buffer. 
5. Όταν στερεοποιηθεί το διάλυμα τοποθετείται στην ηλεκτροφορητική συσκευή η ποία 
είναι πληρωμένη με διάλυμα ηλεκτροφόρησης (αντίστοιχο με αυτό που έχει 
κατασκευαστεί το πήκτωμα) τόσο ώστε να επικαλύπτει το πήκτωμα. 
6. Τα δείγματα τοποθετούνται στα πηγαδάκια και αναλύονται σε οριζόντια συσκευή 
ηλεκτροφόρησης. 
7. Προκειμένου να είναι δυνατή η εκτίμηση του μεγέθους των τμημάτων DNA που 
αναλύονται, ηλεκτροφορείται μαζί με τα δείγματα και ο μάρτυρας μοριακών βαρών 
(ladder). 
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3.1 PCR ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΤΩΝ ΥΠΟ ΜΕΛΕΤΗ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΤΟΠΩΝ 
 
Το πρώτο στάδιο της συγκεκριμένης εργασίας περιελάμβανε την ενίσχυση 
συγκεκριμένων γενετικών τόπων του χρωμοσώματος Υ με τη βοήθεια της τεχνικής PCR. Για το 
λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν τα κατάλληλα ζεύγη εκκινητών (Πίνακας 5.1)  και 
πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το κατάλληλο πρωτόκολλο (Πίνακας 5.2) και  πρόγραμμα 
(Πίνακας 5.3). 
Τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1,5% παράλληλα με 
μάρτυρα τμημάτων γνωστών μοριακών μεγεθών ( ladder), για τον έλεγχο της ενίσχυσης του 
επιθυμητού  γονιδιακού τμήματος και την εκτίμηση του μεγέθους του προϊόντος PCR. Στις 
παρακάτω εικόνες παρουσιάζονται τα διάφορα γονιδιακά τμήματα που ενισχύθηκαν τόσο από 




Εικόνα 9. Σχηματική απεικόνιση του Υ χρωμοσώματος Παρουσιάζονται οι AZF περιοχές καθώς και τα 
γονίδια που περιλαμβάνονται σε αυτές. 
 
 
3.2 ΓΟΝΙΔΙΑ ΤΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ ΑΖFα 
i. SY_84 
Χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών SY84_F & SY84_R σύμφωνα με τον 
πίνακα 6 και τα αποτελέσματα της ενίσχυσης φαίνονται στις παρακάτω εικόνες.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly





Εικόνα 10. Σύμφωνα με την πηκτή αγαρόζης παρατηρήθηκε ενίσχυση του γονιδίου 




Χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών SY86_F & SY86_R σύμφωνα με τον 
πίνακα 6 και τα αποτελέσματα της ενίσχυσης φαίνονται στις παρακάτω εικόνες.  
 
 
Εικόνα 11. Ομοίως, σε αυτή την περίπτωση παρατηρείται ενίσχυση του γονιδίου SY_86 
σε όλα τα δείγματα που μελετήθηκαν. 
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3.3 ΓΟΝΙΔΙΑ ΤΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ AZFb 
i. SY_127 
Χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών SY127_F & SY127_R σύμφωνα με τον 
πίνακα 6 και τα αποτελέσματα της ενίσχυσης φαίνονται στις παρακάτω εικόνες.  
 
 
 Εικόνα 12. Και σε αυτή την περίπτωση παρατηρήθηκε η ενίσχυση του γονιδίου SY_127 
στα δείγματα που αναλύθηκαν. 
 
II. SY_134 
Ομοίως κι εδώ χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών SY134_F & SY134_R 
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 Εικόνα 13. Η παρουσία του γονιδίου  SY_134 επιβεβαιώθηκε σε όλα τα δείγματα που 
αναλύθηκαν. 
 
3.4 ΠΕΡΙΟΧΗ AZFc 
i. SY_254 
Χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών SY254_F & SY255_R σύμφωνα με τον 
πίνακα 6 και τα αποτελέσματα της ενίσχυσης φαίνονται στις παρακάτω εικόνες.  
 
 
Εικόνα 14. Σύμφωνα με τις πηκτές αγαρόζης η ενίσχυση του marker SY_254 είναι 
εμφανής σε όλα τα προς ανάλυση δείγματα. 
 
ii. SY_255 
Χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών SY254_F & SY255_R σύμφωνα με τον 
πίνακα 6 και τα αποτελέσματα της ενίσχυσης φαίνονται στις παρακάτω εικόνες.  
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Εικόνα 15. Ομοίως, σε αυτή την περίπτωση παρατηρείται ενίσχυση του STS SY_255 σε 
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Εικόνα 16. Σύμφωνα με την πηκτή αγαρόζης παρατηρήθηκε ενίσχυση του γονιδίου 
SY_14 σε όλα τα υπό εξέταση δείγματα.  
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Η ανδρική υπογονιμότητα αποτελεί ένα από τα σημαντικότερα προβλήματα που 
ενδέχεται να αντιμετωπίζουν τα σύγχρονα ζευγάρια, τα οποία ετοιμάζονται να 
ξεκινήσουν τη δική τους οικογένεια. Ένα ποσοστό 15-20% των ζευγαριών αντιμετωπίζουν 
πρόβλημα υπογονιμότητας, όπου στο 40% των περιπτώσεων το πρόβλημα εντοπίζεται στον 
άνδρα, σε ένα ποσοστό 40% εντοπίζεται στη γυναίκα και σε ένα 20% είναι μικτής αιτιολογίας. 
Στη συγκεκριμένη εργασία μελετήθηκε ο ανδρικός παράγοντας και μάλιστα το κατά πόσο 
μπορούν ορισμένα ελλείμματα στο χρωμόσωμα Υ να σχετιστούν με την υπογονιμότητα στον 
άνδρα. Η υπογονιμότητα που οφείλεται στο Υ χρωμόσωμα προκαλείται από ελλείμματα σε 
περιοχές του Υ χρωμοσώματος, τις ονομαζόμενες περιοχές AZFa, b, c. Πιστεύεται, ότι στα 
γονίδια στις περιοχές αυτές εμπεριέχονται πληροφορίες σχετικά με την κωδικοποίηση 
πρωτεϊνών που διαδραματίζουν κάποιο ρόλο στην ανάπτυξη του σπερματοζωαρίου όπως 
αναφέρθηκε στην εισαγωγή. Γίνεται αντιληπτό, ότι απουσία γενετικού υλικού μπορεί να 
αποτρέψει την παραγωγή πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες στη φυσιολογική ανάπτυξη των 
κυττάρων, οδηγώντας έτσι σε εμφάνιση αζωοσπερμίας ή ολιγοσπερμίας.  
Λόγω της συνήθως μικρής έκτασης τους, τα ελλείμματα δεν δύναται να 
προσδιοριστούν κυτταρογενετικά, αντιθέτως γίνεται χρήση συνδυασμού STS γ ια τον εντοπισμό 
ελλειμμάτων. Γενικά έχουν ελεγχθεί πάνω από 131 STS, ωστόσο στην παρούσα μελέτη έγινε 
έλεγχος μόνο σε 7. Από αυτά τα 6 ήταν χωρισμένα σε 3 ζεύγη που εντοπίζονταν στα όρια των 
τριών AZF περιοχών, ενώ το έβδομο STS αφορούσε το γονίδιο SRY χρησιμεύοντας σαν ένα 
εσωτερικό control. Τα τρία διαφορετικά ζεύγη συνδέονται με τις τρείς διαφορετικές περιοχές 
AZF: a (sY_84 και sY_86), b (sY_127 και sY_134) και c (sY_254 και sY_255) και αναλύθηκαν με 
στόχο την εξασφάλιση μεγαλύτερης αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. Κάθε STS 
αντιπροσωπεύει μία μη πολυμορφική περιοχή και πιθανή απουσία ενίσχυσής του έπειτα από 
αντίδραση PCR υποδηλώνει την απουσία της αντίστοιχης περιοχής ενδιαφέροντος AZF στο 
χρωμόσωμα Υ. Η ύπαρξη ή μη του εκάστοτε STS αναλύθηκε με τη χρήση της μεθόδου PCR και 
τα αποτελέσματα οπτικοποιήθηκαν με τη βοήθεια ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης. 
Συνολικά πραγματοποιήθηκε ανάλυση 33 ατόμων στα οποία περιλαμβάνονται άτομα με 
φυσιολογικό και παθολογικό φαινότυπο σπέρματος. 
Αρχικά, πραγματοποιήθηκε ανάλυση της ύπαρξης του STS sY_84 με τη μέθοδο της 
αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης. Τα τελικά αποτελέσματα αυτής έδειξαν ότι το 
συγκεκριμένο STS εντοπίζεται σε όλα τα άτομα, παρά το γεγονός ότι χρειάστηκε σε ορισμένα 
δείγματα να αυξηθεί η ποσότητα του DNA ή να μειωθεί η θερμοκρασία υβριδοποίησης - κατά 
ένα βαθμό - στους 53οC. Το ίδιο μοτίβο αποτελεσμάτων ανιχνεύθηκε και για το STS του sY_86, 
του sY_127 και του sY_134, τα οποίο εντοπίστηκε σε όλα τα άτομα. Ομοίως και για τα STS της 
περιοχής AZFc (sY_254 και sY_255) τα οποία ταυτοποιήθηκαν σε όλα τα άτομα που 
μελετήθηκαν. Τέλος, ένα STS του γονιδίου SRY χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας και η παρουσία 
του επιβεβαιώθηκε σε όλα τα δείγματα όπως ήταν αναμενόμενο. Με βάση τα αποτελέσματα 
καταλήγουμε στο συμπέρασμα πως κανένα από τα υπό μελέτη άτομα δεν εμφάνιζε ελλείμματα 
στις συγκεκριμένες περιοχές, γεγονός που υποδηλώνει ότι η παθογένεια που εμφάνιζαν ως 
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προς τον αριθμό, την κινητικότητα και τη μορφολογία των σπερματοζωαρίων τους ίσως να μην 
οφείλεται σε ελλείμματα των συγκεκριμένων περιοχών.  
Η ύπαρξη τέτοιων μικροελλειμμάτων στο Υ χρωμόσωμα αναφέρθηκε για πρώτη φορά το 1976 
από τους Tiepolo & Zuffardi και έκτοτε έχει επιβεβαιωθεί από μια σειρά μελετών, μεταξύ των 
οποίων και  σε μία έρευνα των Dada et al. (2004), όπου επιβεβαιώθηκε η παρουσία 
μικροελλειμμάτων και στις τρείς AZF περιοχές του χρωμοσώματος για το 6,01% (8 στους 133 
άνδρες) του υπό μελέτη πληθυσμού. Επίσης, μία μελέτη σε ένα βραζιλιάνικο πληθυσμό έδειξε 
ότι το 6,7% των ατόμων παρουσίαζαν ελλείμματα σε κάποια από τις τρείς περιοχές AZF 
(SãoPedro et al., 2003). Σε έναν αντίστοιχο πληθυσμό στην Κίνα το 8,02% εμφάνιζε ελλείμματα 
στις προαναφερθείσες περιοχές (Zhang et al., 2013). Μια ακόμα εργασία, αυτή τη φορά σε 
Τούρκικο πληθυσμό, έδειξε ότι εντοπίστηκαν μικροελλείμματα στην περιοχή AZFc στο 5,3% των 
περιπτώσεων (8/150) (Ozdemir et al., 2007). Το μικρό μέγεθος του πληθυσμού των ατόμων με 
παθολογικό φαινότυπο σπέρματος που αναλύθηκαν δεν επέτρεψε την εύρεση 
μικροελλειμμάτων στο Υ χρωμόσωμα. Το επόμενο βήμα είναι η ανάλυση μεγαλύτερου όγκου 
δειγμάτων για τα ίδια STS ή και για περισσότερα από αυτά, η βελτιστοποίηση των συνθηκών 
της αντίδρασης ώστε να βγουν σαφή συμπεράσματα για τη χρησιμότητα αυτών των δεικτών. 
Ακόμα, θα πρέπει να επιβεβαιωθεί ή ειδικότητα των εξεταζόμενων STS μόνο για το χρωμόσωμα 
Υ, καθώς σε αντίθετη περίπτωση μπορεί να προκύψουν ψευδώς αρνητικά ως προς την ύπαρξη 
μικροελλείμματος αποτελέσματα. Συνεπώς, η  διερεύνηση των ελλειμμάτων του Υ 
χρωμοσώματος σε μεγαλύτερη κλίμακα τόσο σε επίπεδο δειγμάτων αλλά και σε επίπεδο 
εξεταζόμενων STS παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον και μπορεί να εξελιχθεί σε ένα 
διαγνωστικό εργαλείο κυρίως στην περίπτωση της ιδιοπαθούς υπογονιμότητας και να οδηγήσει 
στην αποτελεσματική της θεραπεία. 
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